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Capftulo 1
Introducción
CapÍtulo 1
INTRODUCCION Y OBJETIVOS
Introducción
Los tumores mamanos constituyen las neoplasias de mayor incidencia en la
perra, pues se elevan a 260 casos de cada 100.000 perras no ovariectomizadas (Dom
y col., 1968); esto supone una frecuencia de aparición tres veces superior a la
observada en la mujer (Schneider, 1970).
Los tumores mamarios caninos (TMC) se han propuesto como modelo
comparativo para el estudio del cáncer de mama en la mujer por numerosos autores
(Bostock, 1975; Dom y col., 1968; Hamilton, 1974; Misdorp y Hart,1976; Owen,
1979; Schneider, 1970; Strandberg, 1974), ya que estas neoplasias presentan
características similares en ambas especies. Así, por ejemplo, tanto en la mujer
como en la perra, los tumores se presentan en pacientes adultos o viejos, suelen ser
de aparición espontánea, los principales factores conocidos que influyen en la
carcinogénesis son las hormonas sexuales y no se ha podido establecer una etiología
vírica en ninguno de los dos casos. Por otro lado, los tumores epiteliales guardan
histológicamente cierta similitud.
Desde un punto de vista clínico, los tumores mamarios caninos tienen una
presentación muy variable: desde pequeños nódulos que no infiltran los tejidos
adyacentes y con un comportamiento aparentemente benigno, hasta nódulos de gran
tamaña con signos evidentes de malignidad tales como ulceración, adherencia a
planos profundos, afectación de los ganglios linfáticos regionales y, en último
extremo, presencia de metástasis distales. Esta diversidad clínica de los TMC
prosigue en su evolución posterior pues, a excepción de aquellos casos con presencia
de metástasis a distancia cuyo desenlace es previsible, resulta difícil predecir el
futuro comportamiento de la mayoría de los tumores ya que suelen ser detectados
en estadios más iniciales.
La ya mencionada variabilidad en el comportamiento biológico de los TMC es
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posiblemente una consecuencia de su complejidad histológica pues las células
tumorales pueden proceder de cualquiera de los tres componentes celulares presentes
en la glándula mamaria: epitelial, micepitelial y mesenquimatoso (Hampe y Misdorp,
1974). Existen escasos estudios de seguimiento clínico en relación al tipo histológico
(Schneider y col., 1969; Bostock, 1975; Misdorp y Han, 1976; Brodey y col., 1983;
Kurtzman y Gilbenson, 1986) concluyéndose que, aunque el diagnóstico histológico
de los TMC resulta imprescindible, no es suficiente para el establecimiento de
pronósticos más precisos.
Por ello, en los últimos años han aparecido nuevas investigaciones en los TMC
encaminadas a la consecución de nuevos factores pronóstico y, más recientemente,
de carcinogénesis. Los factores hormonales han sido los más estudiados hasta el
momento; según se ha demostrado tanto en estudios de toxicidad como
epidemiológicos, las hormonas ováricas y muchos derivados esteroides sintéticos
ejercen un papel fundamental en la carcinogénesis (Rutteman, 1990); es un hecho
conocido que la ovariectomía realizada a temprana edad es la medida preventiva más
eficaz frente a estos tumores (Maulton y col., 1970; Misdorp, 1988; McEwen y
Withrow, 1989) y, por otra parte, los tumores hormonodependientes gozan de un
mejor pronóstico en mujeres postmenopausicas (Chevallier y col., 1988).
Sin embargo, la carcinogénesis es un proceso multifactorial en el que influyen
tanto factores intrínsecos como extrínsecos que, de un modo u otro, producen una
alteración en el ADN celular, afectando a la funcionalidad de determinados genes.
Este es un campo de creciente interés para los investigadores, coníleva el
conocimiento de las alteraciones del cariotipo, e incluye, por ejemplo, el estudio de
ciertas características celulares mediante el análisis con citometría de flujo. En los
últimos años, esta técnica analítica ha empezado a ser empleada en investigación y
de forma rutinaria en Medicina Humana para conocer el contenido de ADN de las
células tumorales. Por el contrario, en Medicina Veterinaria son muy escasos los
trabajos que estudian las alteraciones del ADN celular y concretamente sólo existen
dos que utilicen la citometría de flujo en el estudio de TMC (Rutteman y col., 1988;
9
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1-lelimén y col., 1988).
Dentro de los factores extrínsecos que influyen en la carcinogénesis se incluyen
cienos factores ambientales que son potencialmente carcinógenos y se encuentran en
el medio que nos rodea. Existe una honda preocupación en la opinión pública sobre
este tema, que ha originado la aparición de investigaciones encaminadas a determinar
qué factores ambientales influyen en el proceso de carcinogénesis; de ellas un gran
número tratan de esclarecer el papel de diversos elementos de la dieta en el
desarrollo de cienos tumores humanos y de animales de experimentación, entre ellos
los más estudiados son los de mama y colon humanos (Alfin-Síater y Kritchevsky,
1991).
Es evidente que la determinación de aquellos componentes de la alimentación que
influyen positiva o negativamente en la carcinogénesis, reviste una gran importancia.
ya que se podría modificar su consumo evitando así un proceso inicia] de
carcinogénesis, o bien logrando un enlentecimiento de tumores ya aparecidos.
En la actualidad, existe una gran controversia a la hora de establecer relaciones
dieta-cáncer definitivas, debido en parte a la complejidad de los estudios
epidemiológicos en sí mismos y, en parte, a la falta de acuerdo entre los resultados
obtenidos por los diversos grupos de investigación tanto a nivel experimenta] como
epidemiológico. Asimismo, por un lado, una parte de la comunidad científica opina
que los datos actuales no son hallazgos comprobados de manera inequívoca y que,
en base a ellos, el establecimiento de recomendaciones dietéticas sería prematuro;
por otra lada, cienos grupos de investigadores sostienen que, si tras la aplicación
de las recomendaciones dietéticas se consiguiera una ligera reducción de las elevadas
cifras de mortalidad por cáncer en los países industrializados, este hecho merecería
en cualquier caso la pena.
En Medicina Veterinaria son prácticamente inexistentes las investigaciones
enfocadas a determinar la influencia de la dieta en la carcinogénesis de los tumores
de los animales de compañía (Sonnenschein y col., 1991; Shofer y col., 1989).
En el caso de la nutrición, los TMC también sirven como modelo extrapolable
10
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a los tumores mamarios humanos, debido fundamentalmente a que los animales de
compañía conviven estrechamente con el hombre y que un gran número de ellos
consumen en parte o en su totalidad los mismos alimentos que sus propietarios.
Además el estudio en la especie canina presenta un ventaja añadida ya que la dieta
del perro es mucho menos variable y diversa que la del ser humano, lo que origina
que un estudio epidemiológico de este tipo entrañe una menor dificultad y por tanto
un menor error que uno similar realizado en la población humana.
En definitiva, la ausencia de conclusiones fiables en los tumores mamarios en la
especie humana y sobre todo en la especie canina en los diversos campos abordados
en esta introducción, nos impulsaron a plantearnos este trabajo. No cabe dud&de que
el hecho de servir como modelo experimental para la especie humana le confiere a
nuestro trabajo una gran importancia. No obstante, desde nuestro punto de vista
veterinario el enfoque hacia la especie canina es en sí de gran interés al ser los TMC
una de las causas más frecuentes de muerte de los animales de compañía.
Se trata, a grandes rasgos, de ofrecer mejores perspectivas en cuanto a la
prevención, control y posibilidades terapéuticas del cáncer así como de calidad de
vida de nuestros animales.
El formato empleado en este trabajo, difiere del tradicional de los trabajos de
Tesis Doctorales presentados en la Universidad Complutense de Madrid, ya que
consta de cuatro capítulos independientes. El primero corresponde a una revisión
bibliográfica y los tres siguientes constituyen estudios diferentes y constan a su vez
de apartados de introducción, material y métodos, resultados y discusión.
Finalmente, se presentan las principales conclusiones de todo el estudio. El motivo
de presentar esta Tesis Doctoral con el mencionado formato, aceptado por la
Universidad Complutense de Madrid, ha sido que se ha realizado en colaboración
con centros de investigación holandeses y bajo la co-dirección de investigadores de
este país, por lo que hemos tenido que homologar criterios de organización y
presentación de trabajos de Tesis Doctorales en ambos países.
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En el presente trabajo nos hemos planteado la consecución de los siguientes
objetivos:
Objetivos
1. Realizar
tumores
un estudio clínico completo de un número significativo de perras con
mamanos
2. Analizar el contenido de ADN de los tumores mamarios objeto de este trabajo,
determinando el Indice de ADN y la fracción de células en fase S mediante
citometria de flujo.
3. Relacionar los resultados obtenidos del análisis del ADN tumoral con diversos
aspectos clínicos e histológicos.
4. Establecer si la alimentación y la obesidad influyen en la incidencia de las
neoplasias mamarias en la perra.
5. Determinar el posible efecto de ciertos alimentos y componentes de la dieta en
la incidencia de los tumores mamarios caninos: grasas, proteínas y carbohidratos.
6. Estudiar la posible influencia de determinados micronutrientes (selenio y retinol)
así como del perfil de ácidos grasos de tejido adiposo subcutáneo en la incidencia
de los tumores mamarios caninos.
12
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REVISION BLBLIOGRAFICA
Incidencia de los tumores mamarios en la especie canina
Los tumores mamarios constituyen la neoplasia más frecuente en la perra, con
una incidencia anual de 260 de cada 100.000 perras no ovariectomizadas (Dom y
col., 1968), siendo esta incidencia tres veces superior a la de la mujer (Schneider,
1970). En machos, la frecuencia de presentación es muy baja, de O a 2’7% (Brodey
y col., 1983) y la edad media descrita en la literatura es de l0’7 años, superior a la
de las hembras. En el hombre, la incidencia supone un 1 % de la frecuencia con que
aparece en la mujer (Theilen y Madewell, 1987).
El riesgo de aparición de los tumores empieza a aumentar a partir de los 6 años
de edad, siendo 10 años la edad media de mayor incidencia. Se han descrito los
perros de caza como las razas de mayor riesgo (pointer, setter, spaniel breton y
labrador retriever) aunque se han observado incidencias elevadas en otras razas no
cazadoras (pastor de los pirineos, samoyedo, diversos tipos de caniches y terriers).
Se consideran razas de bajo riesgo el collie y los mestizos (McEwen y Withrow,
1989; Theilen y Madewell, 1987).
Careinogénesis mamada
1. Concepto de carcinogénesis
Antes de comenzar a revisar la bibliografía existente sobre la etiología de los
TMC creemos conveniente resumir algunas nociones básicas sobre la carcinogénesis
para facilitar la comprensión de otros aspectos que posteriormente se tratarán en
profundidad. Para ello comenzamos definiendo brevemente la carcinogénesis como
el resultado final de múltiples alteraciones genéticas que originan un crecimiento
celular autónomo y sin control (Cairns, 1981).
La transformación neoplásica puede producirse por numerosos agentes talescomo
sustancias químicas, energía radiante o determinados virus (Cotran, 1990). A
13
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continuación nos vamos a referir sólo al proceso de carcinogénesis química, ya que
no existen datos convincentes que avalen la panicipación de los otros dos grupos de
agentes mencionados en la transformación maligna de las células de la glándula
mamaria de la mujer y de la perra (Theilen y Madewell, 1987).
La carcinogénesis química es un proceso multifactorial y dinámico que se
produce en generaciones sucesivas de células que pasan por múltiples estadios, los
cuales se pueden resumir en iniciación y provocación (Pitot, 1986).
Iniciación. Es un estadio en el que se produce una alteración permanente e
irreversible del ADN de las células diana, dando lugar a las denominadas células
iniciadas. Los productos que “inician” el proceso de carcinogénesis se denominan
carcinógenos iniciadores. Son compuestos altamente reactivos que pueden actuar
sobre el AUN, el ARN o las proteínas celulares; parece ser que actúan
preferentemente sobre el ADN ya que la mayoría de ellos poseen capacidad
mutagénica. Estos compuestos iniciadores pueden actuar de forma directa
(carcinógeno), o bien necesitar una transformación metabólica y actuar a través de
sus metabolitos activos (procarcinógenos o carcinógenos indirectos). Además,
pueden actuar de forma sinérgica can la acción transformadora de otros carcinógenos
(co-carcinógeno).
Provocación. Para que la mutación del ADN que ha tenido lugar durante la
iniciación se exprese, es necesaria la exposición posterior a otros carcinógenos
denominados provocadores o promotores. Son compuestos no electrófilos que no
lesionan el AUN. Las alteraciones producidas por los promotores son reversibles,
a diferencia de las producidas por los carcinógenos. Su acción parece ser epigenética
lo que implica la expresión alterada de la información genética contenida en las
células (Cotran, 1990).
Estos dos procesos van seguidas del fenómeno conocido como progresión
tumoral que se produce en el intervalo entre la transformación y la detección clínica
del tumor y consiste en la aparición de múltiples subclones fenotípicamente
diferentes surgidos por mutaciones en las células ya aberrantes, lo que les confiere
14
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ciertas características en su capacidad de infiltración, su velocidad de crecimiento,
su respuesta a las hormonas y su sensibilidad a los fármacos antineoplásicos (Foulds,
1975).
Las alteraciones del AUN que tienen lugar en la iniciación y progresión
tumorales, pueden afectar a determinados genes cuya estructura y función resultan,
así, modificadas. Estos genes pueden clasificarse en dos grupos: protoencogenes y
genes supresores. Los protooncogenes (presentes en las células normales) están
implicados en el control del crecimiento o en la diferenciación celulares y cuando
sufren mutaciones tales como sustituciones de nucleótidos, delecciones. inserciones
o amplificaciones genéticas entre otras, que actúen de un modo dominante, se
transforman en oncogenes responsables de una proliferación celular excesiva e
incorrecta. Los denominados genes supresores del cáncer, que en la célula normal
inhiben la proliferación celular, tras sufrir mutaciones de tipo recesivo quedan
inactivados, participando de este modo en la transformación maligna (Weinberg,
1989).
2. Etiología de los tumores mamarios caninos
El proceso de carcinogénesis en los tumores mamarios caninos hasta donde se
conoce, se trata de una secuencia de transformaciones de tipo químico, al ser los
factores etiológicos de mayor importancia los de tipo hormonal, siendo las hormonas
ováricas las que ejercen un papel fundamental como agentes provocadores <Tbeilen
y Madewell, 1987). Por ello, el riesgo de aparición de neoplasia mamaria en perras
que son ovariectomizadas antes de la aparición del primer celo queda reducido a un
O’05% según algunos autores (McEwen y Withrow, 1989) o bien a un 0’5% según
otros investigadores (Theilen y Madewell, 1987). Si la ovariectomía se realiza
después del segundo celo, el riesgo se reduce a un 26% y si se lleva a cabo después
de los dos años y medio de edad el riesgo de aparición de tumores de mama apenas
disminuye (Theilen y Madewell, 1987). Además, según Rutteman (1990), en este
último caso decrece sólo el riesgo de aparición de neoplasias benignas. No solo las
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hormonas endógenas influyen en la carcinogénesis, sino que ésta depende también
de cienos esteroides hormonales empleados en la clínica veterinaria para evitar el
celo, tratar pseudogestaciones, o cubriciones no deseadas (Rutteman y col., 1988).
Algunos estudios han demostrado que el empleo combinado de estrógenos y
progestágenos favorece la aparición de tumores malignos (Casey y col., 1979:
Conncannon y col., 1981), y dosis bajas o moderadas de progestágenos el desarrollo
de neoplasias benignas (Rutteman, 1990; Misdorp, 1988).
Al igual que ocurre en los tumores mamarios de la especie humana (Kallioniemi
y col., 1987; Chevallier y col., 1988), se ha demostrado la hormonodependencia de
los TMC, detectándose la presencia de receptores de estrógenos, progesterona y
prolactina (McEewen y col., 1982; Mialot y col., 1982; D’Arville y Pierx-epoint,
1979). Dichos receptores hormonales suelen estar presentes en mayor número en
glándulas normales y en neoplasias benignas que en tumores malignos y no están
presentes en las metástasis (Rutteman y col., 1986 y 1988).
Otro factor que ha sido estudiado en relación con la carcinogénesis es el número
de gestaciones; en algunos estudios clínicos se describe una mayor incidencia de
TMC en perras nulíparas o que habían tenido pocos cachorros en comparación con
perras que habían tenido camadas numerosas (Strandberg, 1974). Determinadas
alteraciones como celos irregulares, presencia de quistes foliculares, cuerpo lúteo
persistente, hiperpiasia endometrial y pseudogestación no aumentan el riesgo
(Schneider y col., 1969) así como tampoco la edad al primer parto (Taylor y col.,
1976; Schneider y col., 1969).
Asimismo, el papel de las hormonas hipofisarias es confuso. Recientemente se
ha comprobado que los progestágenos inducen la producción de hormona del
crecimiento en la glándula mamaria en la perra (Selman y col., 1994) por lo que
actualmente no se puede descartar un posible papel de esta hormona en la
carcinogénesis mamaria. También se ha comprobado que los tratamientos
prolongados con acetato de medroxiprogesterona y progesterona en la perra,
aumentan la incidencia de tumores mamarios, originan cambios acromegálicos y
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aumentan los nivefrs sanguíneos de hormona de crecimiento (El Etreby y col.,
1980). Por todo ello algunos autores (Rutteman, 1990) mantienen la hipótesis de que
la mayor secreción de hormona de crecimiento inducida en los tratamientos con
progestágenos en la práctica veterinaria ejerce un efecto directo en la carcinogénesis
mamaria independientemente del efecto de la progesterona. Sin embargo, se ha
observado que los niveles sanguíneos de hormona del crecimiento en perras con
tumores espontáneos, son similares a los de perras sanas (Rutieman y col., 1989).
El papel de la prolactina tampoco se ha esclarecido, aunque cabe destacar que esta
hormona, en otras especies, posee una acción mitógena en tumores (Manni y
Wright, 1985; Peyrat y col., 1984) y que los receptores de prolactina se encuentran
en menor medida en tumores que en tejido sano (Rutteman y col., 1988).
Para finalizar este capítulo referente a la carcinogénesis mamaria canina creemos
conveniente mencionar que algunos autores han encontrado partículas retrovíricas en
tumores de mania en la perra (Watrach y col.,1978) y en la gata (Calafat y
col.,1977). Sin embargo, estos hallazgos parecen constituir hechos aislados, pudieran
tratarse de virus transitorios no responsables de la enfermedad y en general no se
consideran suficientes para establecer una posible etiología vírica de dichos tumores
(Iheilen y Madewell, 1987).
3. Carcinogénesis y contenido de ADN
3.1. Determinación del ADN celular mediante citometría de flujo
Como ya hemos señalado, y de acuerdo con todos los autores consultados, el
hecho último que determina la aparición de las neoplasias en el proceso de
carcinogénesis es la alteración en mayor o menor grado del AUN celular. Por ello,
el contenido de AUN de las células tumorales en la mayoría de los tumores sólidos
es anormal debido a las alteraciones cromosómicas que se producen durante el
proceso de iniciación y/o progresión tumorales (Beerman, 1991) y puede
investigarse de diversas formas, entre ellas la más utilizada en la actualidad es la
citometría de flujo.
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La citometría de flujo es una técnica analítica basada en la medición de la
fluorescencia que emite una suspensión celular. Los tejidos a ana]izar son
disgregados para obtener una suspensión monodispersa que posteriormente es teñida
con determinados conjugados fluorescentes con capacidad de unirse de manera
específica a componentes celulares como el AUN, el ARiN, o antígenos celulares.
Los conjugados empleados para analizar el contenido de AUN se denominan
fluorocromos intercaladores ya que forman complejos con la doble cadena de ADN
intercalándose entre los pares de bases de la cadena. Los más empleados son el.
yoduro de propidio (PI) y el bromuro de etidio (EB) (Magdelénat, 1991).
Una vez que las células en suspensión están teñidas, se hacen pasar en hilera en
forma de flujo laminar mientras la fuente de luz (normalmente láser) emite un haz
sobre las panículas que son así registradas en el sistema detector del citómetro. La
información registrada es procesada de varias formas, la que a nosotros nos ocupa
es la que ofrece los datos en forma de histograinas de frecuencia de las células, y
almacenada en un ordenador (Magdelénat, 1991).
Los citómetros de flujo permiten actualmente un rango amplio de posibilidades
analíticas, entre las que se incluyen el tamaño celular y nuclear, análisis
mitocondrial, análisis del ARN y ADN, determinación de la estructura cromática,
de las proteínas totales, entre otros muchos (Myc, 1991). Mediante citometría de
flujo podemos detectar cambios en la ploidía del ADN ya que permite el análisis de
un gran número de células, entre 10.000 y 20.000 en unos minutos, permitiendo la
detección de, al menos, una diferencia en el contenido de AUN celular de un 40%
del AUN (Vindelov y col., 1983) lo que corresponde al contenido de ADN del
cromosoma número uno humano (Mendelson y col., 1973).
Sin embargo, esta técnica presenta el inconveniente de no detectar las alteraciones
cromosómicas estructurales por lo un contenido normal de AUN no excluye la
existencia de alteraciones citogenéticas (Devilee y Cornelisse, 1990). No obstante,
y a pesar de ser una técnica cara, sofisticada y que necesita personal especializado,
es la más empleada para la investigación del AUN en el cáncer en todo el mundo.
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3.1.1. El contenido de ADN en relación al ciclo celular
El ciclo celular puede dividirse en 5 fases: la fase G0 o fase de reposo celular,
la fase G1 o fase de producción de enzimas necesarias para la síntesis de ADN y de
ARN, la fase 5 o de duplicación del ADN, la fase G2 en la que tiene lugar la síntesis
de ADN y de ARN, la formación del aparato mitótico y de proteínas necesarias, y
la fase M de mitosis (Vielh y col, 1991).
El término ploidía hace referencia al número de cromosomas o cariotipo;
mientras que el término ploidía del AUN hace referencia al contenido de ADN que,
determinado mediante citometría de fujo se expresa en términos de Indice de AUN
(Vielh y col., 1991).
Durante las fases G0 y G1 la célula posee una dotación cromosómica haploide,
es decir un contenido de AUN en relación a la ploidia de 2C. Durante la fase G, y
en ciertas fases de la mitosis, la célula posee doble cantidad cromosómica, es decir
un contenido de AUN de 4C, y durante la fase 5 la dotación cromosómica oscila
entre 2C y 4C (Vielh y col, 1991).
Al analizar un tejido normal, encontraremos una distribución de células que se
encuentran en las diferentes fases del ciclo celular. Un histograma obtenido mediante
citometría de flujo nos ofrece las frecuencias de distribución de las células según su
contenido de AUN, es decir el porcentaje de células que se encuentran en cada una
de estas fases celulares (Vielh y col., 1991).
3.1.2. Determinación de la ploia del ADN en las neoplasias
Tras la publicación de varios estudios realizados mediante citometría de flujo en
distintos tumores, y en especial en cáncer de mama, fue necesario uniformar
criterios con respecto a las anomalías de la ploidía del AUN, para facilitar su
clasificación. Así, en la Convención de 1984 de la Sociedad de Analítica se
establecieron los conceptos básicos en este sentido (Hiddeman y col., 1984). Se
estableció que el nivel de ploidía del AUN se expresaría en lo que se conoce como
Indice de AUN o LA, definiéndose éste como la relación entre el contenido de ADN
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de la población de células tumorales que se encuentra en las fases G0 y G~ (G03 y
el contenido de ADN de una población celular normal en fase G01 que es diploide
y que corresponde a un contenido de 23 pares de cromosomas en la especie humana
(Hiddeman y col., 1984).
También se establecieron cómo debían realizarse los controles necesarios para
verificar la población diploide en el histograma; se deben efectuar mediante la
adición del denominado “estándar interno”, el cual hade ser una suspensión nuclear
normalmente de glóbulos rojos de pollo o de trucha de acuerdo con lo señalado
previamente por Vindelov (1983).
Asimismo se acordó que las poblaciones celulares cuyos índices de AUN difieran
de 1.00 deben considerarse aneuploides. Dichas poblaciones aneuploides se
clasificarán en función del Indice de ADN.
Las alteraciones de la ploidía en una población celular pueden deberse
fundamentalmente a los siguientes mecanismos (Vielh y col., 1991): Segregaciones
cromosómicas incorrectas que den lugar a pérdidas o ganancias completas de
cromosomas, recombinaciones estructurales que produzcan delecciones o
duplicaciones cromosómicas y amplificaciones y endorreduplicaciones que originen
tetraploidía (Shackney y col., 1989).
3.1.3. Determinación de la Fracei6n de Crecimiento
Fracción de Crecimiento (FC) se denomina a la proporción de células de un
tumor que se encuentra en el reservorio proliferativo, es decir en las fases G1, 5, G2
o M (Cotran, 1990). La FC puede determinarse empleando diversos métodos
analíticos; entre otros, y como se ha realizado tradicionalmente se encuentran el
índice mitótica, la medición de la incorporación al AUN de precursores específicos
como el análisis por autorradiografía de la incorporación de timidina tritiada
(Tubiana y col., 1984; Meyer y col., 1986).
También empleando citometría de flujo es posible calcular la FC mediante la
determinación de la fracción de células en fase 5 del ciclo celular o 5 -phase fraction
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(SPF). La fracción de células en fase 5 representa una pequefia proporción, ya que
normalmente no supera el 10% del número total de células. Para su determinación,
es necesario eliminar los artefactos que aparecen en el histograma debidos a los
detritos celulares presentes en la muestra, bien por estar presentes en el propio
tumor o por ser secundarios al procesado de la muestra (Vielh y col., 1991).
Para el cálculo de la SPF pueden emplearse sistemas matemáticos, entre otros,
el modelo rectangular propuesto por Baisch y col. (1975) en el que la fase 5
corresponde al área de un rectángulo trazado sobre el histograma entre la mitad del
pico ~ y la mitad del pico G2/M. Una variante del método anterior es el
trapezoidal propuesto por el mismo autor (1982). Otros métodos empleados son el
modelo propuesto por Barlogie y col. (1976) y el de distribución múltiple de Fried
y col. (1976).
3.1.4. Interpretación de los resultados obtenidos mediante citometría de flujo
La obtención de resultados mediante la interpretación de los histogramas
requiere, además de experiencia, uniformidad de criterios entre los distintos
laboratorios, como hemos mencionado anteriormente. La dificultad de la
interpretación puede agravarse por la presencia de varios factores como, por
ejemplo, la autolisis que es una fuente potencial de falsos picos aneuploides en los
histogramas obtenidos de material parafinado (Joensuu y col., 1990). Otro problema
es la presencia en el histogrania de picos excesivamente anchos, lo que puede ser
debida a una mala preparación de la muestra o a la presencia de células con
diferentes contenidos cromosómicos (Shackney y col., 1990).
Otra dificultad añadida es la identificación de poblaciones celulares hipoploides,
sobre todo en muestras incluidas en parafina (Beerman, 1991) y que son muy
importantes, ya que la pérdida de material genético se asocia a un incremento de la
progresión tumoral (Harris, 1988). Cuando el material es fresco o congelado, el
reconocimiento de las poblaciones hipoploides se realiza mediante el empleo de
células diploides de referencia o estándar para establecer la posición de la población
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diploide, sin embargo cuando las muestras están incluidas en parafrna no se pueden
añadir células de referencia (Beerman, 1991).
La calidad de las mediciones depende, además de los factores mencionados, de
la calidad final de las células y así, por ejemplo, los detritos o agrupamientos
celulares, o bien los factores mecánicos o bioquímicos que ocasionen cariolisis o
cariorrexis, dan lugar a una absorción desigual del fluorocromo que interfiere en la
resolución de los histogramas. Para valorar la precisión de los histogramas se utiliza
el denominado coeficiente de variación (CV) de los picos del histograma (Vielh y
col., 1991).
3.2. Estudio del ADN con citometría de flujo de tumores mamarios en la
especie humana.
Uno de los objetivos del estudio del AUN ha sido su posible aplicación como
factor pronóstico en tumores mamarios humanos, pero el análisis retrostectivo de
muestras tumorales archivadas y conservadas en parafina no ha sido posible hasta
que en 1983 Hedley y col, desarrollaron un método especial de digestión del
material neoplásico. Ello ha originado la aparición de estudios enfocados a investigar
el valor pronóstico de las alteraciones de la ploidía del AUN en pacientes que se
encontraban bajó seguimiento clínico (Hedley y col., 1987). Sin embargo, aunque
este análisis ofrece resultados interesantes, presenta problemas secundarios debidos
a su menor capacidad de resolución, siendo los coeficientes de variación superiores
a los obtenidas con material fresco {Kallioniemi y col., 1988). Además, en este tipo
de análisis resulta muy difícil determinar la SPF, que es una fracción de importante
valor pronóstico (Vindelov y col., 1990) y adecuada para evaluar la evolución clínica
de los pacientes con tumores mamarios (Tubiana y col., 1984; Silvestrini y col.,
1985; Meyer y col., 1986). Finalmente, no se ha llegado a una estandarización
interna adecuada para esta técnica, por lo que los resultados de los estudios que la
emplean son contradictorios (Vindelov y col., 1990).
Por ello, es más fiable el análisis de material fresco o congelado en el que el
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procesado de la muestra se realiza mediante el método descrito por Vindelov y col.
(1983) que consiste en la digestión enzimática con tripsina y posterior tratamiento
con un detergente no iónico, aunque no permite un estudio retrospectivo de los casos
sino prospectivo (Vindetov y col., 1990; Rutteman y Cornelisse, 1991).
La mayoría de la bibliografía consultada en este sentido corresponde a estudios
prospectivos que demuestran que un 1 % de los tumores mamarios benignos
estudiados son aneuploides, mientras que los tumores malignos muestran porcentajes
de aneuploidía del 70% (Christov y col., 1989; Cornelisse y col., 1983; Moran y
col., 1984; Levack y col., 1987; Spyratos y col., 1987). Según otros autores, son
aneuploides de 57% a 89% de los tumores malignos analizados (Coulson y col,
1984; Baildam y col., 1987; Dowle y col., 1987; Hedley y col., 1987; Dressler y
col., 1988; Kallioniemi y col., 1988; Lykkesfeldt y col., 1988; Clark y col., 1989).
Finalmente, en un trabajo publicado en 1991 se revisan 56 estudios en este campo,
comprobándose que la frecuencia de aneuploidía en carcinomas mamarios humanos
es de un 63% (Frierson, 1991),
En dicho trabajo de revisión, la frecuencia de distribución de los lA es de tipo
bimodal y no al azar observándose la presencia de dos zonas en el histograma en las
que más frecuentemente se sitúan las poblaciones celulares tumorales: la zona situada
en los límites de la diploidía (LA de 1.00, con un rango de 0.96 a 1.04) y la zona
hipotetraploide. En base a esta frecuencia se han propuesto varias teorías sobre la
evolución de la ploidía en los tumores y se ha descrito que sigue fundamentalmente
dos directrices: por un lada, una segregación cromosómica o disyunción mitótica
incorrecta sería el mecanismo que siguen los tumores con un bajo grado de
aneuploidía (lA menor de 1.40), mientras que el fenómeno de tetraploidización
seguido de pérdida o ganancia cromosómica sería el que siguen los tumores con un
grado elevado de aneuploidía (biperploides). Por otro lado, el fenómeno de
endorreduplicación o fallo en la citoquinesis puede originar una duplicación del
número cromosómico originando poblaciones tetraploides (Jacobsen y col., 1984;
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Ewers y col., 1984; Cornelisse y col., 1984).
Shackney y col. (1989) emplearon un modelo computerizado para estudiar la
evolución de la ploidía durante la progresión tumoral, basado en la capacidad de las
células tumorales de doblar espontáneamente su dotación cromosómica y en la
inestabilidad citogenética de las células con un excesivo número cromosómico,
demostrando que los mecanismos mencionados ocasionan anomalías estructurales
cromosómicas que afectan a genes implicados en el crecimiento celular. También se
confirmó que la presencia de aneuploidía siempre se asociaba a] desarrollo de
anomalías en genes relacionados con el control del crecimiento celular.
La proporción de células en fase 5 observada en los estudios realizados en
tumores mamarios con material fresco está comprendida entre 1 % y 40% del total
de la población celular, con un valor promedio entre el 5% y el 15% (Frierson,
1991). Los valores de SPF en los tumores aneuploides son significativamente
superiores a los de tumores diploides. El valor promedio de SPF en tumores
aneuploides oscila entre l0’3% y 12’O% y en diploides de 2’6% a 6% según los
diversos autores consultados (Dressler y col., 1988; Eskelinen y col., 1989;
Kallioniemi y col., 1988; Winchester y col., 1990).
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3.2.1. Relación con las variables clínicas
Aunque la mayoría de los estudios muestran la existencia de una clara correlación
entre la presencia de aneuploidía y el aumento de tamaño tumoral (Cornelisse y col.,
1987; Dowle y col., 1987; Lewis y col., 1990) no todos han observado dicha
re]ación (Hed]ey y col., 1987; Kailioniemi y col., 1988). Asimismo, algunos autores
han encontrado una relación significativa entre valores elevados de SPF y de tamaño
tumoral (Eskelinen y col., 1989; Visser y col, 1990), aunque no todos los estudios
confirman la citada asociación (Kallioniemi y col., 1988; Hedley y col., 1987).
Con respecto a la relación existente con la afectación ganglionar los resultados
también son diversos puesto que aunque la mayoría de los estudios no encuentran
asociación entre la frecuencia de aparición de aneuploidia y la afectación ganglionar
(Ewers y col., 1984; Cornelisse y col., 1987; Dowle y col., 1987; del Bino y col.,
1989; McDivitt y col., 1986), otros autores han encontrado una discreta relación
(Stal y col., 1989; Jacobsen y col., 1984; Feitcher y col., 1988; Dressler y col.,
1988) e incluso una muy significativa relación (Hedley y col., 1987; Kallioniemi y
col., 1988).
Asimismo, no se han encontrado diferencias significativas en los valores de SPF
entre pacientes con afectación ganglionar y sin ella (McDivitt y col., 1986; Hedley
y col., 1987; Feitcher y col., 1988; Kallioniemi y col., 1988; Visscher y col., 1990;
O’reilly y col., 1990). Otros autores (Dressler y col., 1988) han indicado en tumores
diploides valores de SPF mayores en pacientes con afectación ganglionar que en
pacientes ganglio-negativos, aunque no señalan esta relación en los tumores
aneuploides.
Aunque se ha observado una mayor frecuencia de aneuploidía (Hedley y col.,
1987; Dressler y col., 1988; Visscher y col., 1990) y valores de SPF elevados
(McDivitt y col., 1986; Dressler y col., 1988; Visscher y col., 1990) en los tumores
con características indicativas de progresión tumoral como negatividad a receptores
de estrógenos y progesterona, la mayoría de los autores no han encontrado
correlaciones significativas (Frierson, 1991).
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3.2.2. Relación con las variables histopatológicas
Diversos autores han encontrado una relación significativa entre la ploidía del
ADN y el tipo histológico tumoral de los tumores mamarios humanos (Taylor y col.,
1983; Kallioniemi y col., 1987; Feichter y col., 1988; Christov y col., 1989; del
Bino y col., 1989; Lewis y col., 1990; Keyhani-Rofagha y col., 1990), siendo los
carcinomas ductales y medulares los más frecuentemente aneuploides, mientras que
los lobulares, tubulares y mucinosos son más frecuentemente diploides.
En muy pocos trabajos se ha estudiado la relación entre la proporción de células
en fase 5 y el tipo histológico. Se ha descrito que los carcinomas tubulares y
mucinosos presentan un 3’1 96 a 4’3% del total de células en fase 5, mientras que
en carcinomas ductales y lobulares este porcentaje es de 48% a 74%. Los
carcinomas medulares presentan el mayor valor de SPF, siendo la media de 7’8 a
13% (Moran y col., 1984; Feichter y col., 1988; Hatcheck y col., 1989; McDivitt
y col., 1986).
3.3. Estudio del ADN con citometría de flujo de tumores en la especie canina
Son escasas las investigaciones enfocadas al estudio del ADN celular en el perro.
En el primer estudio encontrado en la literatura (Johnson y col., 1981) relativo al
contenido de ADN en tumores sólidos caninos (melanomas, sarcomas de tejidos
blandos, carcinomas mamarios, adenocarcinomas gastrointestinales, osteosarcomas
y hemangiopericitomas, entre otros) un 80% de los tumores analizados fueron
aneuploides con un lA promedio de 1.4. Los tumores se clasificaron en función del
contenido de ADN en das grupos: tumores diplo-hiperpioldes, fundamentalmente
formado por melanomas y sarcomas de tejidos blandos y tumores con LA mucho mas
divergentes como los carcinomas mamarios y los condro y osteosarcomas.
Posteriormente, Helimén y col. (1988) y Rutteman y col. (1988) publicaron los
resultados obtenidos en tumores mamarios caninos, que resumimos a continuación.
Helímén y col. (1988) trataron de determinar el valor diagnóstico de la ploidía
del ADN tumoral en relación al estudio histológico y citológico y la progresión
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tumoral reflejada mediante la ploidía del ADN. Posteriormente, este grupo de
trabajo ha publicado los resultados sobre el valor pronóstico de la ploidía en un
estudio de seguimiento postquirúrgico en perras con tumores de mama (Helímén y
col., 1993). Se encontraron unos porcentajes de aneuploidía de 52% en los tumores
malignos y de 27% en los benignos. Los Indices de ADN obtenidos se encontraron
en un rango entre 0.72 y 2.35. No se apreciaron relaciones significativas entre la
ploidía del ADN y otras variables clfnicas e histopatológicas.
En el trabajo de Rutteman y col. (1988) se estudiaron tumores benignos y
malignos (primarios y metasttticos), apareciendo aneuploidía en un 61’8% de los
tumores malignos y en un 17’4% de los benignos. No existieron relaciones
significativas entre la ploidía del ADN y ciertas variables clínicas e histopatológicas,
ni con la presencia o ausencia de receptores de estrógeno y progesterona. Sí se
demostró que los tumores con una mayor capacidad metastásica eran aneuploides con
mayor frecuencia, aunque esta tendencia no fué significativa.
En los tumores mamarios caninos se ha observado un mayor número de tumores
hipoploides (20’6%) superior a lo recogido en la literatura en el cáncer de mama en
la mujer (O a 8%) (Helmén y col, 1988; Rutteman y col., 1988).
Otro estudio en TMC recientemente publicado por Scanzianni y col. (1991),
muestra resultados diferentes a los anteriores pues la totalidad de los tumores
benignos fueron diploides y se observó una relación significativa entre la ploidía
tumoral y el estadiaje clínico. Probablemente estas diferencias se deben a que en este
estudio el material empleado fue conservado en parafina, a diferencia de los
anteriores en los que el material fue fresco o congelado.
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4. Influencia de la nutrición en la carcinogénesis
Existen numerosos trabajos publicados sobre la influencia de la nutrición en la
carcinogénesis de diversas neoplasias humanas tales como tumores mamarios,
pulmonares, cutáneos e intestinales entre los más frecuentes, ya que este aspecto de
la biología tumoral ha sido objeto de investigación desde hace más de cinco décadas.
Por ello la bibliografía encontrada es abundante aunque no existen conclusiones
definitivas respecto a la influencia de la nutrición en la carcinogénesis mamaria
humana. Hemos de señalar, sin embargo, la ausencia de datos en la especie canina
tanto en tumores mamarios coma en el testo de las neoplasias. Este breve
comentario justifica que la gran mayoría de las referencias citadas en este apanado
de la revisión bibliográfica se refieren a la especie humana.
4.1. Métodos de estudio de las relaciones entre la nutrición y el cáncer
Las fuentes de datos que muestran la influencia de la dieta en la aparición de
cáncer son los estudios epidemiológicas en el hombre y los experimentales en
animales. A continuación vamos a mencionar la bibliografía más relevante en este
sentida referente a los tumores mamarios.
4.1.1. Estudios epidemiol6gicos
Existen principalmente cuatro tipos de estudios epidemiológicos (Zaridie, 1985)
que resumimos a continuación.
Estudios ecológicos. Son estudios de población que comparan la incidencia o los
índices de mortalidad por cáncer de diversas países, o de diferentes poblaciones
dentro de un mismo país, tratando de relacionar las posibles diferencias encontradas
con los factores potenciales de riesgo a estudiar como, por ejemplo, la obesidad, el
peso relativa en relación a la altura de los individuos, el consumo calórico, la
ingesta de determinados alimentos o de macronutrientes (grasa, proteína e hidratos
de carbono) y de micronutrientes.
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Estudios caso-control. El grupo de individuos enfermos denominado “grupo de
casos’ se compara, con respecto a los factores potenciales de riesgo, con un grupo
libre de cáncer denominado “grupo control’.
Estudios cohone. La condición que deben cumplir los individuos para participar
en el estudio es la de no padecer cáncer, por lo que suele tratarse de una población
relativamente joven; en este momento se toman los datos referentes a su
alimentación, peso corporal, talla y demás factores a considerar. Posteriormente, y
durante varios años, se lleva a cabo un estudio de seguimiento de los individuos,
registrándose la incidencia de cáncer y/o la mortalidad por esta causa. Finalmente
se valora la influencia de los factores considerados sobre la posible aparición, de la
enfermedad cancerosa.
Estudios de intervención. Si los anteriores estudios se encuadran dentro de los
denominados de observación, en los que la dieta de los individuos no se modifica,
los estudios de intervención utilizan dietas diseñadas de forma específica con el fin
de comparar a medio o largo plazo sus efectos sobre la aparición del cáncer en
personas sanas, o bien en individuos de alto riesgo (con antecedentes familiares o
con patologías tumorales benignas). Actualmente, seestán realizando varios estudios
de este tipo, la mayoría enfocados a valorar el efecto que ejerce la disminución del
consumo de grasa a un nivel del 15% del total de calorías de la dieta (Boyd y col.;
1992; White y col, 1992; Cohen y col, 1993).
Asimismo se encuadran como estudios de intervención aquellos en los que a
partir de una población de individuos cancerosos se crean dos grupos: un grupo
control y un grupa de intervención en el que se modifica el factor de riesgo a
estudiar (Wynder y col., 1990).
En las investigaciones epidemiológicas en las que es necesario conocer el
consumo de alimentos de los individuos (estudios caso- control y cohorte) se
requiere una metodología determinada que permita conocer la exposición a una
determinada dieta y a sus componentes concretos y que refleje la ingesta de los
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individuos durante un largo tiempo, dado el prolongado periodo de latencia del
cáncer (Alfin-Síater y Kritchevsky, 1991).
Entre otros, los métodos más frecuentemente empleados con este fin son:
Diario de comidas. Los individuos deben anotar la cantidad y el tipo de
alimentos que consumen durante un período de tiempo que suele ser de una semana,
incluyendo todas las comidas que realizan al día (Heady, 1961).
Entrevistas sobre las ingestas de épocas pasadas (desde 5 hasta 20 años
anteriores) (Burke, 1947) o bien entrevistas sobre ingestas más recientes, es decir,
a corto plazo (Beaton y col., 1979).
Cuestionarios de frecuencia. En ellos se registra la frecuencia con que los
individuos consumen actualmente un determinada número de alimentos y permiten
examinar la asociación entre la frecuencia de consumo de un determinado alimento
o de nutrientes específicos y la aparición de cáncer. El efecto de los nutrientes
específicos puede calcularse mediante una fórmula matemática en la que se
multiplica la frecuencia de consumo de cada alimento por la cantidad de nutriente
que contiene, sumándose al final las aportaciones para cada nutriente en los distintos
alimentos (Stefanik y Traulson, 1962).
Aunque cada método tiene sus ventajas e inconvenientes, el cuestionario de
frecuencia de consumo es el más adecuado para emplear en estudios a gran escala
y según Byers y col. (1983) las hábitos alimenticios actuales son un buen indicador
de la dieta ingerida en el pasado.
La validez de este método queda avalada al considerar que sus resultados se
corresponden can los de otros métodos más precisos (Heady, 1961; Stefanik y
Troulson, 1962; Willett y col., 1985) y con determinados indicadores del consumo
nutricional tales como alfa tocoferol y carotenoides plasmáticos (Willett y col.,
1983). Además, este tipo de cuestionarios ofrecen resultados más fiables cuando se
trata de valorar el consumo en el pasado, ya que aunque los hábitos alimenticios
hayan cambiado con el tiempo, estas modificaciones parece que afectan más a la
hora de describir el consumo actual (Hislop y col., 1990).
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4.1.2. Estudios experimentales
Existen gran número de estudios nutrición-cáncer realizados con animales de
experimentación. Los más frecuentemente empleados son el ratón y la rata, aunque
también se han empleado el conejo, el cobaya, el cerdo y cienos primates. Estos
modelos experimentales se han llevado a cabo con tumores espontáneos e inducidos
químicamente, y en todo caso, sus resultados deben tomarse con mucha precaución
si se extrapolan al ser humano, ya que existen diferencias metabólicas interespecies.
Además, la extrapolación se hace prácticamente imposible si consideramos que en
este tipo de experimentos se suelen utilizar dietas específicas modificadas de forma
extrema, casi farmacológica (Alfin-Síater y Ktritchevsky, 1991).
4.2. Influencia de la nutrición en la carcinogénesis mamaria en la especie
humana
4.2.1. Ingesta calórica, obesidad y conformación corporal en relación a la
carcinogénesis mamarla
4.2.1.1. Ingesta calórica, obesidad, conformación corporal y carcinogénesis
mamada: estudias epidemiológicos
Las posibles relaciones causa-efecto entre los hábitos de vida y el cáncer
comenzaron a estudiarse tras descubrirse que las áreas con mayor incidencia de
cáncer de maina son Estados Unidas y Europa Occidental, mientras que la mayoría
de los países del continente asiático tienen una menor frecuencia de presentación
(Armsfrong y DoIl, 1975). Casi todos los estudios ecológicos internacionales en los
que se compara la ingesta de grasa per capda con la incidencia e índice de
mortalidad por cáncer de mama, han demostrado que existe una relación muy
importante entre el consumo calórico y los índices de mortalidad por este tipo de
cáncer (Armstrong y Doil, 1975; Hems, 1978; Gray y col., 1979).
En un estudio reciente de este tipo, en el que la mortalidad por cáncer de mama
en China fué comparada con la correspondiente en las Estados Unidos, donde es 3
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veces superior a la registrada en China, se ha observado que son factores de riesgo
el consumo total de lípidos, el de calorías, así como la altura de los individuos,
niveles elevados de colesterolemia, de lipoproteinas de baja densidad y de
apoproteina A~ (Marshall y col., 1992).
Por otro lado, se ha observado que la incidencia del cáncer de mama no es
uniforme en la población de un mismo país (Rose, 1986). Las diferencias
encontradas podrían ser debidas a diversidades étnicas, económicas o religiosas que
implicaran un particular hábito de vida; así por ejemplo, la incidencia de cáncer de
mama comienza a aumentar a partir de la segunda generación en los emigrantes
japoneses de Estados Unidos, lo que indica que se debe al estilo de vida de los
Estados Unidos, diferente sin duda al japonés, más que a un factor racial. Una de
las características más destacadas del estilo de vida americano es el elevado
contenido graso de la dieta (Rose, 1986).
También se ha observada en Finlandia, que las poblaciones rural y urbana tienen
distinta frecuencia de aparición de cáncer de mania, debido probablemente a los
diferentes hábitos alimenticios existentes entre ambas poblaciones (Teppo y col.,
1975).
Algunos autores opinan que la mayor incidencia de cáncer puede ser atribuida a
otros f~ctores secundarios y no exclusivamente a los hábitos alimenticios, ya que en
los países más industrializados no sólo la dieta es más rica en grasa sino que además
la población es más sedentaria y con una menor necesidad energética que en los
países agrícolas menos industrializados (Rowe, 1992).
Varios de los estudios epidemiológicos caso-control han investigado si el
consumo calórico constituye un factor de riesgo, encontrándose asociaciones
positivas entre dietas hipercalóricas y elevadas incidencias de cáncer (Nomura y col.,
1978; Shun-Zhang y col., 1990). Sin embargo, otros autores (Roban y col., 1990)
en un estudio con mujeres australianas que presentaban lesiones mamarias
proliferativas benignas no encontraron dicha asociación de forma clara.
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Debido a que el consumo calórico individual depende de muchas variables
(tamaño corporal, actividad física y eficiencia metabólica, entre otros), si este se
asocia a la incidencia neoplásica mamaria también debería encontrarse una cierta
asociación con dichas variables; así, Willett y Stampfer (1986) observaron que la
actividad física y la eficiencia metabólica influían en el riesgo de cáncer, mientras
que el tamaño corporal, una vez realizados los ajustes sobre el consumo calórico,
no influía de forma determinante.
La relación entre la incidencia del cáncer de mann y la obesidad como factor
asociado a los hábitos nutricionales está siendo también objeto de estudio. Los
resultados obtenidos hasta el momento son contradictorios debido, probablemente,
a que dependen de la selección de controles, de la definición de sobrepeso y del
ajuste del peso corporal con respecto a la altura (de Waard, 1982). Sirva como
ejemplo para ilustrar esta controversia lo que a continuación se señala:
Este mismo autor en un primer estudio observó en 1964 una mayor incidencia
en individuos obesos; en 1974, señaló una mayor incidencia en relación a la
obesidad y a la elevada altura de los individuos y tres años después, comparando la
población holandesa y la japonesa (de Waard y col., 1977) también encontraron
incidencias superiores en individuos altos y obesos. No obstante, al aplicar el índice
de Quetelet, definido como la relación entre el peso corporal y la raíz cuadrada de
la altura, no pudieron confirmar sus resultados (de Waard y col., 1977).
Otros autores señalan que en individuos mayores de 50 años, la incidencia es
superior en los individuos obesos que en los delgados y, sin embargo, no parecen
existir diferencias con respecto a la altura (En y col., 1971). En este último aspecto
no existen resultados unánimes pues en otras investigaciones más recientes
(Hirayama y col., 1978; Kelsey y col., 1981; Vatten y Kvinnsland 1990) sí se ha
encontrado una relación positiva entre los pesos corporales y alturas elevadas y la
incidencia tumoral mamaria. Asimismo, la relación es aún mas evidente al aplicar
el índice de Quetelet en pacientes postmenopáusicas (Paffenbarger y col., 1980;
Helmrich y col., 1983; Lubin y col., 1985).
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Posteriores estudios epidemiológicos han confirmado que la obesidad es un factor
de riesgo de cáncer de mama en mujeres postmenopáusicas (Ingram y col., 1991;
Rose y col., 1986; Kato y col., 1992>, señalándose incluso que el riesgo está
también relacionado con la conformación corporal de la grasa de manera que la
distribución de la grasa a nivel central, abdominal principalmente, se asada a un
aumento del riesgo de cáncer, incluso independientemente del grado de obesidad
(Ballard-Barbash, 1990).
Es sabido que la conformación del depósito adiposo en la mujer está influida por
factores hormonales por lo que, el incremento de riesgo según la distribución grasa
probablemente sea debido al aumento de los niveles de estrógeno metabólicamente
activo asociado al acumulo de grasa en estas zonas (Bruning, 1987).
Como hemos indicado, aunque la mayoría de las investigaciones relacionan
claramente la obesidad con la incidencia de tumores mamarios, no podemos olvidar
que algunos autores no han encontrado esta correlación (Stavraky y Emmonds, 1974;
Wynder y col., 1978; Soini, 1977). Otros, casi de manera accidental, observaron
incluso un mayor riesgo en mujeres premenopáusicas con un peso corporal bajo
(Kelsey y col., 1981). Willett y col. (1985) en un estudio cohorte en el que
participaron 120.000 enfermeras encontraron una relación inversa entre el peso
corporal relativo determinado mediante el Indice de Quetelet y el riesgo en mujeres
premenopáusicas; también desecharon la hipótesis de otros autores (de Waard, 1975;
Shcrman y col., 1981) de que una hipernutrición durante la adolescencia aumenta
el riesgo de cáncer premenoptusico.
Los mecanismos por los que la obesidad, es decir el exceso de tejido adiposo,
influye en la carcinogénesis mamaria han sido objeto de diversas investigaciones, la
mayoría enfocadas a comprender su relación con los factores hormonales (de Waard,
1991).
Así, se ha demostrado que el tejido adiposo influye sobre los niveles y sobre la
disponibilidad de los estrógenos (Siiteri, 1987). Expondremos, a modo de síntesis,
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estos mecanismos que.son:
1) El tejido adiposo permite la síntesis de estrona, un estrógeno a partir de
androstenediona al aumentar la actividad aromatasa en este tejido. (Vermuelen y
Verdonck, 1978)
2) El metabolismo de los estrógenos en individuos obesos se desvía hacia la
reacción de la 16 a hidroxilación, que activa la hormona, en lugar de producirse la
reacción de la 2 a hidroxilación que la inactiva (Siiteri, 1987).
3) En los individuos obesos, la biodisponibilidad de los estrógenos es mayor que
en los delgados, al estar disminuidos en los primeros los niveles de la globulina
transportadora de hormonas sexuales (DeMoor y Joosens, 1970). Por otro lado, se
ha observado que en individuos con cáncer de mama los niveles de estradiol no
ligado globulina eran superiores que los de personas controles; mientras que no se
encontraron diferencias en los niveles hormonales cuando los individuos se
clasificaron con respecto a su peso (Moore y col., 1982; Reed y col., 1983).
4.2.1.2. Ingesta calórica, obesidad, conformación corporal y carcinogénesis
mamaria: estudios experimentales
Los primeros trabajos experimentales dirigidos hacia el estudio de la relación
entre la dieta y el desarrollo de tumores mamarios fueron los de Rous (1914), que
observó una menor incidencia de tumores espontáneos en ratonas mantenidas con una
restricción calórica en comparación con las mantenidas en un régimen de
alimentación att Iibi¡wn. Posteriormente, Tannenbaum (1940) con tumores mamarios
inducidos, estudió los efectos de la alimentación, comparando la incidencia de
tumores entre ratonas alimentados att libirum con aquellas sometidas a restricciones
calóricas y observó una incidencia de tumores de 30% y 7% respectivamente en
ambos grupos.
Estudios posteriores confirmaron estos resultados, destacando que la incidencia
y el período de latencia de los tumores depende del grado de restricción calórica y
de la composición de la dieta, ya que las dietas ricas en grasa aumentan la incidencia
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tumoral mamaria independientemente del contenido calórico total (Visscher y col.,
1942; Tannembaum, 1942, 1944 y 1945).
Durante los 20 años siguientes, se realizaron numerosas investigaciones utilizando
diferentes tipos de tumores experimentales en roedores (White y col., 1944; Ross
y Bras, 1971 y 1973). White publicó una amplia revisión de la literatura hasta el
momento (1961).
Más recientemente, otros autores han indicado los efectos de la restricción
calórica en la iniciación y promoción de numerosas neoplasias mamarias y no
mamarias en roedores (Panza, 1986 y 1987; Albanes, 1987). Actualmente se acepta,
tras las investigaciones de Thompson y col. (1985) y Knitchevsky y col. (1986) que
los efectos de la grasa sobre la promoción en la carcinogénesis mamaria
experimental en roedores dependen del consumo calórico, ya que para que tenga
lugar el efecto promotor es necesario que los animales se mantengan en un sistema
de alimentación cid libitwn que asegure un determinado nivel de consumo calórico.
Trabajos posteriores con tumores mamarios inducidos con 7, 12 dimetilbenzantraceno
(UMBA) (Beth y col., 1987) y con 3-metilnitrosourea (MNU) (Cohen y col., 1988)
en la rata confirman este punto.
4.2.2. Nutrientes especificas en relación a la carcinogénesis mamaria
4.2.2.1. Contenido lipídico en relación a la carcinogénesis mamaria
Dada la importancia de la dieta como factor de riesgo de los tumores mamarios
y de otras neoplasias, la Academia Nacional de las Ciencias de Estados Unidos
(NAS) hizo público en 1980 un documento en el que se recopilaba la literatura más
importante sobre el tema concluyéndose que los datos obtenidos hasta la fecha no
eran suficientes para establecer ciertas recomendaciones dietéticas (NAS, 1980).
Dos años más tarde, la citada Academia publicó otro informe en el que junto con
una extensa revisión de la literatura, una descripción de los mecanismos conocidos
de carcinogénesis y las implicaciones de la dieta en los mismos, se establecían unas
recomendaciones dietéticas, fundamentalmente referentes al contenido en grasa y
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fibra de la dieta para la prevención del cáncer (NAS, 1982).
Las diferencias entre ambos documentos generaron cierta confusión en la opinión
pública americana y controversia en la comunidad científica por lo que se publicaron
posteriormente otras recomendaciones, entre ellas, la recientemente establecida por
el Comité de Salud y Dieta del National Research Council de Estados Unidos de
reducir el consumo de grasa saturada a un 10% o menos de las calorías totales de
la dieta si se quieren prevenir las enfermedades cardiovasculares y el cáncer
(National Research Council, 1989).
Según Carroll (1992) la mayoría de los estudios epidemiológicos, que suelen ser
internacionales al comparar poblaciones de diversos países, y casi todos los estudios
experimentales, afirman la existencia de una correlatión positiva entre el consumo
de grasa y el riesgo de cáncer de mama. Por el contrario, los estudios
epidemiológicos caso-control y cohorte, que se basan en grupos de poblaciones
menores y homogéneas, muestran resultados contradictorios. Además, en ellos
resulta difícil la valoración del consumo de grasa de los individuos.
El estudio del contenido lipídico de la dieta en relación a la carcinogénesis
mamaria se ha enfocado en dos vertientes, por un lado se ha estudiado el contenido
graso total y por otro el tipo de gasa. Por ello, señalamos la bibliografía encontrada
referente al contenido y al tipo de grasa de la dieta de forma separada.
4.2.2.1.1. Lípidos y carcinogénesis mamaria: estudias epidemiol6gicos
4.2.2.1.1.1. Estudias epidemiológicos sobre el contenido graso de la dieta
Tras una minuciosa revisión, hemos podido constatar que de todos los estudios
epidemiológicos realizados, los más numerosos son aquellos que determinan la
influencia de la grasa en la incidencia del cáncer de mama.
Entre los primeros trabajos se encuentra el llevado a cabo por Phillips y col.
(1975) en el que se estudiaron dietas pertenecientes a una población de vegetarianos
en California. Los factores de riesgo encontrados fueron el consumo de alimentos
fritos, de productos lácteos excepto la leche y el de pan blanco. Posteriormente, en
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un estudio epidemiológico caso-control realizado en Canadá, Miller y col. (1978)
observaron un mayor riesgo asociado a ingestas elevadas de grasa.
Por otra parte, se ha tratado de relacionar la incidencia del cáncer de mama en
diferentes países y el consumo de determinados alimentos. En esta línea, Hems
(1978) encontró relaciones significativas entre el consumo total de grasa y de
proteína y la incidencia en 41 países estudiados. En un estudio realizado en Hawaii
(Kolonel y col., 1981) se apreciaron relaciones positivas entre el consumo de grasa
y la incidencia de tumores malignos de mama y de útero. Otro equipo investigador
(Lubin y col., 1981) observó, tras un estudio caso-control en Canadá, que el riesgo
relativo de cáncer mamario aumentaba con el consumo de grasa.
Por el contrario, posteriormente en varios estudios caso-control realizados en el
área de Nueva York (Grahain y col., 1982), Japón (Hirohata y col., 1985) y Hawaii
(Hirohata y col., 1987), no encontraron una mayor incidencia asociada al consumo
de grasa.
Como queda reflejado en los párrafos anteriores, los resultados de los estudios
epidemiológicos llevados a cabo durante estos años (1975 - 1987) no eran
coincidentes y justificaron la aparición de un trabajo de recopilación de los estudios
internacionales, nacionales y regionales más importantes hasta la fecha (Goodwin y
Boyd, 1987). En dicha revisión se pone de manifiesto que siete de los trece estudios
internacionales evaluados en los que se investigaba el consumo total de grasa, la
relación con la incidencia de aparición de cáncer mamario fue positiva, mientras que
en el resto no se encontró dicha asociación. En cinco de los siete estudios regionales
revisados sí se encontraron relaciones positivas, aunque de 14 estudios caso-control,
solamente uno de ellos mostró una relación positiva. Tras este estudio de
recopilación, la disparidad en los resultados ha continuado; sirvan como ejemplo los
trabajos que a continuación se citan.
Así, diversos autores no han señalado una asociación significativa entre el
consumo de grasa y la incidencia de cáncer de mann (Rohan y col., 1988; MilIs y
col., 1989; Knekt y col., 1990; Graham y col., 1992).
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Por el contrario, en otros estudios sí se ha encontrado una clara asociación y así
se ha observado un menor riesgo en mujeres cuya ingesta grasa suponía un 28% del
total de calorías que en aquellas con ingesta del 36% (Toniolo y col., 1989). Howe
y col. (1990) en un estudio cohorte, estudiaron el efecto de la grasa ingerida en
mujeres pre y postmenopáusicas, llegando a la conclusión de que la posible
asociación entre el consumo de grasa y el riesgo de cáncer de mama es débil. Pero
al realizar estos mismos autores un análisis combinado de los datos originales de
doce estudios caso-control, separando las mujeres pre y postmenopáusicas,
encontraron que el riesgo de cáncer mamario se relaciona de forma directa y
estadísticamente significativa con la altura de los individuos en el grupo de
premenopáusicas y en el grupo de postmenopáusicas con el peso, la ingesta total de
calorías y el consumo total de grasas. Esta última relación no se modificó después
del ajuste del análisis con respecto a otras fuentes energéticas como las proteínas y
los hidratos de carbono de la dieta, concluyéndose que si se llevara a cabo una
reducción en el consumo de grasa, la proporción de tumores malignos mamarios que
podrían evitase sería aproximadamente del 24% en mujeres postmenopáusicas y del
16% en premenopáusicas.
Destacamos los estudios de Willett y col. (1992) y de Van den Brandt y col.
(1993), en los que dichos autores, aunque no establecen una asociación significativa
entre el consumo total de grasa y un aumento en la incidencia debido a la
metodología empleada, incluyen la posibilidad de que exista cierta relación muy
débil con la ingesta grasa. También consideran importante el estudio del consumo
durante la adolescencia, aunque no establecen resultados concretos a este respecto.
Asimismo, Kushi y col. (1992) coinciden con los anteriores autores al encontrar
una relación muy ligera entre el consumo total de grasa y además justifican la
disparidad en los resultados de los estudios epidemiológicos al señalar que dependen
en gran medida del método empleado para el ajuste del consumo calórico. Para
demostrarlo, sometieron los datos obtenidos al análisis de 4 métodos diferentes que
son los utilizados por los diversos autores. Dada la importancia que la selección del
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método de análisis ~onfiere a la interpretación de los datos, exponemos a
continuación los 4 sistemas mencionados anteriormente:
A) Método estandard multivariado, en el que el nutriente a estudiar, en este caso
la grasa, se valora según la cantido4 consumida/día y el consumo energético total
se incluye en el análisis de regresión como otro factor covariable más.
B) Método residual, descrito por Willett y Stanipfer (1986), en el que el valor
del nutriente en estudio se obtiene mediante regresión a partir de la proporción de
dicho nutriente en el total del consumo energético.
C) Método de partición de la energía, donde la energía total se divide según su
procedencia, es decir de la grasa y de otras fuentes energéticas (Howe y col., 1986).
D) Método de la densidad de los nutrientes en el que los datos para cada
nutriente se obtienen dividiendo el consumo de cada nutriente entre el consumo total
energético <Willett, 19%).
Kushi y col. (1992) confirmaron sus sospechas de que el método empleado es
decisivo. Al emplear el método A, el consumo energético total no influía en el
riesgo de cáncer mamario, mientras que sí lo hacían el consumo de grasa total y el
de grasa pollinsaturada. Al emplear el método C el único factor que se asociaba al
riesgo era el consumo total de grasa y al aplicar los métodos B y D el consumo total
de grasa presentaba una asociación con el riesgo muy débil o nula, respectivamente.
Ademis, resulta curioso que en las investigaciones en las que no se han encontrado
asociaciones entre el riesgo y determinados nutrientes, principalmente la grasa, se
emplearon los métodos B y D (Willett y col., 1987; Jones y col,, 1987), mientras
que aquellas realizadas con el A o el C (Howe y col., 1991) si encontraron
asociaciones.
A modo de síntesis destacamos un estudio ecológico que recoge datos de 30
países y que demuestra que el consumo de grasa animal saturada se asocia de
manera estadísticainente significativa a la mortalidad por cáncer de mama en mujeres
mayores de 50 años (Sasaki y col,, 1993).
Si analizamos con minuciosidad toda lo expuesto anteriormente es evidente que
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la mayoría de los estudios ecológicos referidos afirman que el consumo de grasa es
factor de riesgo, mientras que un gran número de estudios cohortes y caso-control
no llegan a la misma conclusión. Hay que tener en cuenta que los estudios
ecológicos deben ser considerados menos fiables que los cohortes y caso-control
(Schatzkin y col., 1989; Stephan y Wald, 1990; Willett y col., 1992) ya que en los
primeros, el consumo de grasa se obtiene de los datos nacionales referentes a la
producción e importación de alimentos, lo que se conoce como desaparición’ de
alimentos, y no es probable que coincida exactamente con el consumo real.
Otros autores (Goodwin y Boyd, 1987), han señalado que en los estudios
epidemiolégicos cuyo rango de consumo de grasa es pequeño, existe una débil
relación con el riesgo de cáncer (Willett y col., 1987; Jones y col., 1987; Roban y
col., 1988; Knekt y col., 1990; Howe y col., 1990; Orahani y col., 1991: Howe y
col., 1991), mientras que en los estudios de población internacionales, con una
mayor variabilidad en el contenido graso, se ha observado una clara relación entre
el consumo de grasa y el cáncer (Carroll, 1986; Goodwin y Boyd., 1987; Prentice
y col., 1988; Schatzkin y col., 1989; Prentice y col., 1990; Sasaki y col., 1993).
Además, esta hipótesis explica, en parte, el hecho de que la gran mayoría de los
estudios cohorte (prospectivos) no encuentren una asociación significativa entre la
grasa de la dieta y el cáncer de mama (Hunter ami Willett, 1993; Boyd et al., 1993).
Por último, cabe señalar que si la relación entre la grasa de la dieta y el cáncer
fuera real, ésta es muy pequeña, siendo necesario llevar a cabo más estudios en
diversas áreas geográficas, así como agrupar y sintetizar los resultados de diferentes
estudiosprospectivos para valorar la citada relación de una forma cuantitativa (Kusbi
y col., 1992).
4.2.2.1.1.2. Estudias epidemioldaicos sobre diferentes tipos de grasa
Los estudios epidemiológicos que investigan el efecto de los diferentes tipos de
grasa sobre la incidencia de cáncer mamario también ofrecen resultados
contradictorios como mencionamos a continuación.
4.1
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En algunas investigaciones caso-control llevadas a cabo en mujeres
premenopáusicas (Miller y col,, 1978; Nomura y col., 1978) y postmenopáusicas
(1-lowe y col., 1990) se ha establecido una clara relación entre el elevado consumo
de grasa saturada y una mayor incidencia de cáncer mamario.
En esta misma línea se encuentra el trabajo de Brisson y col. (1989) que
determinaron que la ingesta elevada de grasa saturada se asocia a un incremento de
las típicas características morfológicas mamográficas de alto riesgo, con posibilidad
de convenirse en neoplasias, mientras que el consumo de grasa pollinsaturada o de
colesterol no modifica la morfología mamaria.
Pero en un estudio caso-control realizado recientemente por el National Health
and Nutrition Survey Epidemiologic Follow-up Study (NIHEFS) (Kritchevsky, 1992)
se ha encontrado una relación inversa entre la grasa saturada, concretamente ácido
oleico, y la incidencia de cáncer mamario e intestinal, lo que coincide con otros
estudios similares (Jones y col., 1987; Willett y col., 1987).
También en el estudio del tipo de grasa, la metodología empleada parece jugar
un papel crucial como lo demuestra el trabajo de Willett y Stampfer (1986). Estos
autores sometieron los datos del estudio previo de Howe y col. (1990), en el que en
12 estudios caso-control se relacionaba la ingestión de grasa saturada en mujeres
postmenopáusicas con la aparición de cáncer mamario, a otro tipo de análisis
estadístico no encontrando la mencionada relación.
Coincidiendo con dichos resultados, en otros estudios no han encontrado
relaciones significativas entre consumos elevados de grasa monosaturada, saturada,
ácidos grasos poliinsaturados ni colesterol y la incidencia de cáncer de mama
(Graham y col., 1982; Hirohata y col., 1987; Jones y col., 1987, Willett y col.,
1987). Asimismo tampoco se han encontrado diferencias en la composición de los
ácidos grasos (incluyendo PUFA) de la grasa corporal de mujeres con cáncer de
mama, con lesiones proliferativas benignas y sin ningún tipo de patología mamaria
(London y col., 1993).
El hecho de que no se haya señalado una relación significativa entre el consumo
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de grasas ricas en ácidos grasos poliinsaturados y el riesgo de cáncer de mama, se
contradicen con lo obtenido en la mayoría de los estudios experimentales (Carroll,
1992). Según este autor, dicha contradicción puede deberse a que el contenido de
grasa poliinsaturada en la dieta del hombre no supera el límite necesario para la
carcinogénesis, establecido en un 4- 5% en los estudios experimentales. Además, se
ha de tener en cuenta que en las dietas hiperlipídicas de los países occidentales
predominan los ácidos grasos saturados y monoinsaturados, aumentando su contenido
a medida que aumenta el contenido graso de la dieta, a diferencia de los ácidos
grasos poliinsaturados, cuyas proporciones varían muy poco de unas dietas a otras,
y no se relacionan tan estrechamente con el contenido lipídico tota] de la dieta,
hecho que puede influir en la ausencia de la relación mencionada entre la grasa
poliinsaturada de la dieta y los índices de mortalidad por cáncer (Carroll, 1992).
Con respecto a la influencia de la colesterolemia en la carcinogénesis mamaria,
tampoco las investigaciones son coincidentes. Algunos estudios han observado que
los individuos con cáncer de mama llevaban una alimentación tendente a no producir
hipercolesterolemia ya que o bien consumían bajas cantidades de grasa saturada y
colesterol, o bien era mayor la proporción ingerida de grasa poliinsaturada (Willett,
1989; Hursting y col., 1990; Vanen y Foss, 19%).
Otros autores tampoco han encontrado una asociación significativa entre los
niveles de colesterolemia y el riesgo de neoplasias mamarias (Malarkey y col., 1977;
Hiattycol., 1982).
Sin embargo, Taioli y col. (1991) comparando la alimentación del Sur de Italia,
un área donde se registran índices de mortalidad por cáncer de mama bajos, con la
típica dieta de Estados Unidos, un país con un alto riesgo de mortalidad por esta
causa, han señalado que la dieta italiana, es decir, el consumo de grasa saturada y
de ácido linoleico en escasa cantidad y un mayor consumo de grasa monoinsaturada,
evita en cierta medida la aparición de cáncer mamario.
Resultados semejantes se indican en otros estudios (Bani y col., 1986; Dyer y
col., 1981; Wallace y col., 1982; Cowan y col., 1990) y coincidiendo con ello, se
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han detectado incrementos en los niveles de colesterol total, de colesterol unido a
HDL (que contiene menos de un 25% de colesterol), de colesterol unido a LDL (que
contiene un 70% de colesterol) y HDL total en las pacientes con cáncer con respecto
a los controles (Alexopoulus y col., 1987). Además Schatzkin y col. (1988) han
indicado que los niveles de colesterol unido a VLDL (que en su mayoría deriva de
triglicéridos endógenos) son menores en los casos que en los controles.
Por otro lado, se ha observado que los niveles de colesterol son bajos durante los
cinco años anteriores al diagnóstico del cáncer, lo cual podría indicar según Cowan
y col. (1990) que el proceso de carcinogénesis disminuye los niveles de colesterol.
Potischman y col. (1991) también detectaron menores niveles de colesterol en los
casos de enfermedad muy avanzada a pesar de que la dieta de los enfermos contenía
más ácidos grasos saturados y menos ácidos grasos poliinsaturados que la de los
individuos controles.
Puesto que la vitamina E y otros carotenoides se transportan mediante la LUL
y sus niveles circulantes se relacionan con los del colesterol (Thumham, 1989), es
posible que la relación observada entre los niveles bajos de colesterolemia y elevadas
incidencias de cáncer mamario se deba al descenso de los niveles de vitamina E o
de otros carotenoides (Kritchevsky, 1992).
Actualmente se cree que cienos productos del metabolismo del colesterol afectan
a la replicación del ADN y a la proliferación celular, lo que sugiere que la
disminución del colesterol puede acelerar el crecimiento de tumores ya existentes
(Kritchevsky, 1992).
Según Kritchevsky (1992), la literatura referente a la relación entre el riesgo de
cáncer y los niveles de colesterolemia, aunque es contradictoria en ocasiones,
permite concluir que existe una asociación muy ligera entre niveles bajos de
colesterolemia y elevadas incidencias de cáncer de mama y útero (Schatzkin y col.,
1987; Sherwin y col., 1987; Cowan y col., 1990; Stemmerman y col., 1991),
aunque en la mujer esta relación es menor que la observada en el hombre con
respecto al riesgo de tumores de próstata, pulmón y piel.
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Por último, cabe destacar el posible efecto protector de determinados ácidos
grasos procedentes del pescado frente a la carcinogénesis mamaria, y así, aunque los
índices de mortalidad e incidencia de cáncer más elevados se registran en países con
grandes consumos de grasa, existen excepciones como la de la población de
esquimales nativos de Finlandia, cuya dieta es rica en grasa y sin embargo la
incidencia tumoral es baja (Kromman y Green, 1980). Hay que señalar que dicha
alimentación está constituida principalmente por pescados y mamíferos acuáticos y,
por tanto, con un elevado contenido en ácidos grasos poliinsaturados de la clase
omega-3 (Bang y Dyerberg, 1980). Igualmente, Kaizer y col. (1989) han observado
que en Japón, donde el consumo de pescado y de grasa de pescado es elevado, la
incidencia de tumores mamarios es baja (1989). Recientemente se ha señalado que
una dieta que contenga aceites de pescado ricos en acidos grasos de la clase omega-3
o en sus precursores, junto con un buen equilibrio de PUPA de la clase omega-6,
pueden originar una mayor producción de mediadores antiinflamatorios y ser asi
beneficiosos en enfermedades autoinmunes y en el cáncer (Feniandes y
Venkatraman, 1993).
4.2.2.1.2. Lípidos y careinogdnesis mamaria: estudios experimentales
4.2.2.1.2.1 Estudios experimentales sobre el contenido graso de la dieta
Los trabajos pioneros a nivel experimental fueron los de Tannembaum (1942),
demostrando que los tumores mamarios espontáneos se desarrollaban más
rapidamente en ratonas alimentadas con dietas ricas en grasa que en las mantenidas
con dietas pobres en grasa.
A partir de entonces, son numerosos los trabajos que han demostrado la relación
existente entre el consumo de grasa y el desarrollo de tumores en roedores,
principalmente en la rata y la ratona, comprobándose tanto en neoplasias mamarias
espontáneas como en las inducidas químicamente con DMIBA y MNU entre otros
carcinogenos químicos.
45
Capitulo ¡
En la mayoría de los estudios se han observado los efectos potenciadores de la
grasa cuando esta se administraba después de la iniciación tumoral, es decir, en la
promoción de la carcinogénesis; se han obtenido efectos similares en todos los
modelos tumorales empleados, por lo que se ha establecido que el efecto
carcinogenético de la grasa se produce en la fase de promoción tumoral (Cohen y
col., 1981; Davidson y Carroll, 1982; Ip e Ip, 1980; Thompson y col., 1985).
Algunos autores han encontrado también efectos en la fase de iniciación (Kritchevsky
y col., 1984).
Se ha demostrado que las dietas con un contenido graso elevado aumentan la
incidencia y el número de tumores espontáneos en la ratona (Gridley y col., 1983;
Boeryd y Halígren, 1986; Olson y col., 1987; Silverman y col,, 1989) y en la rata
(Brown, 1981), así como de tumores inducidos en la ratón (Canieron y col., 1989),
en la rata (Carroll y Khor, 1970 y 1971, Carroll 1985; Davidson y Carroll, 1982;
Cohen y col., 1982 y 1988; Alysworth y col., 1984 y 1986; Aksoy y col., 1987;
Beth y col., 1987; Klurfeld y col., 1989) y de tumores transpíantables en la ratona
(Hopkins y West, 1977; Giovarelli y col., 1980; Hubbard y col,, 1988).
Paralelamente, en numerosos estudios se ha comprobado que las dietas
hipocalóricas inhiben o retrasan el desarrollo de tumores mamarios en roedores (IP
e Ip, 1980 y 1990; Davidson y Carroll, 1982; Boissonneault y col., 1986; Klurfeld
y col., 1987 y 1989; Cohen y col., 1988; Kritchevsky y col., 1984; 1989). En el
última trabajo citado se ha observado además que la restricción calórica disminuye
el crecimiento tumoral en todas las etapas de la carcinogénesis independientemente
del contenido graso de la dieta.
La obtención de estos resultados experimentales hizo que se avivara la polémica
sobre si el efecto promotor de la carcinogénesis era debido al contenido graso o
calórico de la dieta. Klurfeld y col. (1989) demostraron con tumores inducidos con
DMBA en la rata, que una dieta con bajo contenido graso pero hipercalórica inducía
la carcinogénesis en mayor grado que una dieta rica en grasa pero hipocalórica y
coincidiendo con los resultados previos de Kritchevsky y col. (1984) y Thompson
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y col., (1985) en tumores mamarios inducidos en ratas con MNU, no registraron
durante el período de restricción del alimento diferencias significativas en la
incidencia tumoral ni el número de tumores aparecidos en los animales alimentados
con distintos contenidos en grasa; sin embargo, durante la alimentación ad lib irum,
se registraron más tumores en los animales alimentados con elevados contenidos de
grasa.
Sin embargo, otros autores (Chan y col., 1977; Cohen y col., 1984; Gammal y
col., 1967; Silverman y col., 1980; Welsch y DeHoog, 1988), empleando dietas
isocalóricas con diferentes proporciones de grasa, señalan que la incidencia y
número de tumores es superior en los animales alimentados con dietas ricas en
grasa.
En los últimos años se le ha conferido mayor importancia al contenido calórico
que a la grasa en si, ya que el incremento calórico que supone un aumento de la
grasa en la dieta, parece ser el responsable en la promoción tumoral, aunque también
influye el tipo de grasa (Welsch, 1992). Así, aunque los niveles de grasa elevados
incrementan considerablemente la carcinogénesis en la rata, solamente se produce
este efecto en alimentación ad lib¡mm, y no cuando se reduce el consumo calórico
(Welsch y col., 1990). Además, el contenido graso de la dieta no sólo influye de
forma cualitativa, sino también cuantitativamente como demostraron Carroll y Khor
(1971) en tumores inducidos con DMBA en ratas, en los que un aumento de la grasa
ingerida de 10 veces la cantidad habitual (de 0’5% a 5%) no afectaba a la
incidencia, multiplicidad o latencia tumorales; un incremento de un 5% a un 10%
de grasa aumentaba la incidencia a un 22%, la multiplicidad a un 74% y reducía el
período de latencia en un 22%. Finalmente, un incremento de los niveles de 10 a
205 veces no ejercían mayores efectos que los anteriores.
Por último, comentamos el estudio de revisión de Freedman y col. (1990) en el
que analizan un gran número de experimentos publicados, afirmando que consumos
elevados de grasa y de calorías incrementan de manen independiente la incidencia
de tumores de mama en la rata y la ratona.
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4.2.2.1.2.2. Estudios experimentales sobre diferentes tipos de grasa
Existen numerosos estudios experimentales referentes al tipo de grasa en relación
a la carcinogénesis mamaria. Ciertos ácidos grasos insaturados derivados de aceites
vegetales como maíz y girasol, producen un aumento de la carcinogénesis mamaria
en la ratona y en la rata (Alysworth y col., 1984 y 1986; Boisseneault y col., 1986;
Carroll y Khor, 1970; Carroll, 1985; Carter y col., 1983; Cohen y col., 1984, 1986,
1987 y 1988; Davidson y Carroll, 1982; Hill y col., 1977; Hopkins y West, 1979).
Especialmente, el contenido de ácidos grasos poliinsaturados (‘ polyunsaturated fatty
acids”, PUFA) es fundamental para que tenga lugar el efecto carcinógeno (promotor)
de la grasa y, por ello, los aceites con un elevado contenido en PUFA aumentan la
carcinogénesis en mayor grado que los aceites ricos en ácidos grasos saturados
(Carroll y col., 1971 y 1979; Tinsley y col., 1981). De hecho, se ha comprobado
que para que tenga lugar el efecto promotor tumoral de la grasa, es necesario que
ésta proporcione un nivel mínimo de PUPA, del 4-5% del total de calorías que
proporciona la dieta debe provenir de ácidos grasos poliinsaturados esenciales,
concretamente de ácido linoleico (Hopkins y col., 1981; Ip y col., 1985; Carroll y
Noble, 1987; Thompson y col., 1985; Laselcan y col., 1990). Cuando este
requerimiento se cumple, el efecto promotor de la carcinogénesis depende más del
contenido de grasa que del tipo, saturada o insaturada (Ip y col., 1985; Carroll y
Noble, 1987; Jacobson y col., 1988). El mecanismo de acción del ácido linoleico
en la carcinogénesis parece ser que radica en la alteración de la funcionalidad de la
membrana celular, en la modificación de los sistemas inmune y hormonal, en la
alteración de las comunicaciones intercelulares y en la síntesis de prostaglandinas
(Welsch, 1987) y eicosanoicos (Rose y Connolly, 1993). En este sentido, se ha
comprobado que la disponibilidad del ácido araquidónico (precursor de las
prostaglandinas) puede modificarse según los niveles de ácido linoleico (Fisher y
col., 1992). Aunque cabe señalar que tomando como ejemplo el ácido oleico
derivado de los aceites de oliva o de palma, los resultados son contradictorios:
mientras que Carroll y col. (1971) observaron que no ejercía ningún efecto sobre la
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incidencia de tumores, inducidos con DMBA en la rata (1971), otros autores le
atribuyen un efecto inhibidor de la carcinogénesis de tumores rnarnanos en ratas
inducidos con NMU (Cohen y col., 1986) y con DMBA (Lasekari y col., 1990) e
incluso se señala que aumenta la incidencia de tumores inducidos en rata (Chan y
col., 1983). Welsch (1992) trata de aclarar esta disparidad indicando que es posible
que las dietas cuya principal fuente de grasa es el aceite de oliva o el de palma, no
contengan la cantidad de ácido linoleico necesaria para el desarrollo de la
carcinogénesis mamaria.
A diferencia de lo que ocurre con los ácidos grasos insaturados citados
anteriormente, en varios estudios se ha observado que los ácidos grasos
poliinsaturados del tipo omega-3 (eicosapentanoico y docosahexanoico), que forman
parte de la grasa de ciertos tipos de pescado, inhiben la carcinogénesis mamaria en
tumores inducidos en la rata (Carroll, 1985; Branden y Carroll, 1986; Abou-el-ela
y col., 1988 y 1989), inducidos en la ratón (Cameron y col., 1989) y transpíantables
en el ratón (Erickson y Thomas, 1985) y en la rata (Karma]i y col., 1984; Kort y
col., 1987). Recientemente se ha comprobado que una dieta rica en PUFA de tipo
omega-3 y pobre en PUFA de tipo omega-6 (linoleico) inhibe el crecimiento y el
desarrollo de metástasis a partir de células tumorales mamarias de mujer
transplantadas a ratón atímico (Rose y Connolly, 1993).
Sin embargo, otros estudios han encontrado un incremento en la carcinogénesis
mamaria empleando ácidos grasos saturados (Aksoy y col., 1987; Beth y col., 1987;
Chan y col., 1977; Cohen y col., 1981 y 1982; Hoplcins y col., 1976 y 1981;
Rogers, 1983; Rogers y col., 1986; Sílvester y col., 1986); mientras que otros han
mostrado que este tipo de grasa inhibe el desarrollo de tumores mamarios (Welsch,
1992), inhibición que desapare al suplementar con ácidos grasos insaturados
(linoleico) (Welsch, 1992).
Algunos autores opinan, sin embargo, que el efecto depende de la cantidad de
energía neta utilizable más quede la cantidad o tipo de grasa (Klurfeld y col., 1987;
Thompson y col., 1985).
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4.2.2.2. Contenidfr proteico en relación a la carcinogénesis mamaria
La influencia del contenido proteico en la carcinogénesis mamaria no ha sido
estudiada tan extensamente como la relación existente con otros nutrientes de la
dieta, entre otros el contenido graso, el calórico y el de cienos micronutrientes como
la vitamina A o el selenio (NAS, 1982>.
Tal vez ello sea debido, en parte, a la dificultad que entraña el estudio en sí del
contenido proteico, puesto que los alimentos ricos en proteínas suelen contener a su
vez elevadas proporciones de grasa y kilocalorías, y son bajos en fibra. Ello
justifica, en parte, que los estudios epidemiológicos no hayan podido esclarecer hasta
el momento los efectos sobre la carcinogénesis debidos exclusivamente a la proteína,
siendo para ello más válidos los estudios experimentales (Visek y Clinton, 1991).
4.2.2.2.1. Proteínas y carcinogénesis mamaria: estudios epidemiológicos
La primera observación importante referente a la proteína se debe a Armstrong
y Dalí (1975) al indicar que la incidencia de cáncer de mama en diferentes paises
se relacionaba directamente con las cifras de “disponibilidad” de alimentos ricos en
proteínas, en especial proteínas de origen animal, así como de disponibilidad’ de
productos grasos.
Tres años después se completó el informe anterior al señalarse que las tasas de
incidencia y mortalidad por cáncer de mama se correlacionaban con el consumo de
grasa total, proteína y calorías de origen animal, aunque, debido a la asociación tan
estrecha entre estos componentes, no se pudo determinar si las correlaciones eran
independientes entre sí (Hems y col., 1978). Posteriormente (Hems y col., 1980),
establecieron que la relación resulta ser mucho mayor con la grasa que con la
proteína de la dieta.
Gasldll y col. (1979) observaron la existencia de una asociación entre las cifras
de ventas de productos lácteos, de calorías totales, de grasas, de proteínas, de carne
de vacuno y de grasas de mesa (mantequilla o margarina) y la mortalidad e
incidencia de cáncer de mama, aunque dichas relaciones no fueron significativas
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después de incluir en el análisis otras variables de riesgo como por ejemplo la edad
en la primera gestación.
En un estudio en el que se incluyó población caucasiana, japonesa, china, filipina
y hawaiana, se ha encontrado una correlación entre el riesgo y el consumo dc
determinados tipos de gran, especialmente de origen animal así como con el
consumo de proteínas de origen animal (Kolonel y col., 1981). Otras investigaciones
refieren asociaciones entre el consumo de carne de vacuno y porcino y el riesgo de
cáncer de mama (Lubin y col., 1981; Talanfini y col., 1984; Hislop y col., 1986;
Lee y col., 1991).
Sin embargo, en dos estudios caso-control en los que se encontró asociación entre
el consumo de grasa y el riesgo, no se encontró ninguna relación con respecto a la
proteína (Phillips, 1975, Miller y col., 1978) y Rohan y col., (1990) han encontrado
sólo una ligera relación entre el riesgo y el consumo de energía, proteína y grasa.
La mayoría de los estudios epidemiológicos sugiere que el consumo de proteína
aumenta el riesgo de tumores mamarios, aunque no se ha podido establecer hasta la
fecha un efecto exclusivo de la proteína, independiente del consumo calórico total,
del consumo de grasa o de productos animales (Visek y Clinton, 1991).
4.2.2.2.2. Proteínas y carcinogénesis mamaria: estudios experimentales
Las estudios experimentales encontrados en la literatura respecto a la proteína en
la dieta han sido escasos y con resultadas contradictorios, adiferencia de los que han
investigado el papel de la grasa y del consumo calórico. Ross y Brass (1973),
estudiando la prevalencia de tumores mamarios espontáneos en la rata observaron
que la proteína no ejercía ningún efecto sobre la fase de promoción tumoral. Otros
autores, le atribuyen a la proteína efectos potenciadores de la carcinogénesis
mamaria (Hawrylewicz y col., 1982 y 1986). Clinton y col. (1979, 1986 y 1988)
comprobaron que al aumentar la proteína durante el período de iniciación se
aumentaba la incidencia; sin embargo, este efecto no se observó cuando el contenido
proteico se modificó durante la fase de promoción tumoral, confirmando los
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resultados previamente descritos por Ross y Brass (1973)
SegUn Clinton y col. (1980) el efecto carcinogénico de la proteína ingerida está
relacionado con el metabolismo del carcinógeno, ya que han descrito que al
aumentar el consumo proteico se incrementa la actividad de enzimas hepáticas
(Clinton y col., 1980). Parece que las dietas hipoproteicas disminuyen la
detoxicación del carcinógeno (DMBA) hacia metabolitos sin actividad
carcinogenética y aumentan la proporción de aquellos potencialmente carcinógenos
para el tejido mamario (Visek y Clinton, 1991).
Hawrylewicz (1986) ha demostrado que la disminución del contenido proteico
ingerido, da lugar a un descenso en el crecimiento y, en consecuencia, a un menor
desarrollo de los conductos mamarios. Este autor señala además que las ratas
mantenidas con una dieta hipoproteica, hijas de madres que tuvieron la misma
alimentación, presentan una menor incidencia de tumores mamarios inducidos con
DMBA, lo que atribuye a un retraso en la maduración sexual, con la consiguiente
alteración de los niveles hormonales y del desarrollo mamario.
4.2.2.3. Contenido en hidratas de carbono en relación a la carcinogénesis
mamaña
La importancia de los hidratos de carbono en la incidencia del cáncer de mama
es mucho menor si se compara con otros macronutrientes como la grasa y la
proteína y queda reflejado en el escaso número de investigaciones tanto
epidemiológicas como experimentales (NAS, 1982).
Los hidratos de carbono de la dieta están constituidos por los denominados
hidratos de carbono solubles, entre otros, diversos monosacáridos (glucosa,
fructosa), disacáridos (lactosa, sacarosa) y polisacáridos (almidón) y los polisacáridos
insolubles o no digestibles (celulosa), que podrían considerarse como la fibra de la
dieta (Alfin-Síater y Kritchevsky, 1991).
Según Paul y Southgate (1978) se define fibra como “la suma de polisacáridos
y lignina (polímero de alcoholes aromáticos, presente en las plantas) que no son
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digeridos por el hombre” y cuyos componentes se clasifican según Alfin-Siater y
Kritchevsky (1991) en:
1. Fibra insoluble, que disminuye el tiempo del tránsito intestinal y aumenta el
volumen de heces.
2. Fibra soluble, que enlentece el vaciado gástrico.
3. Otros componentes denominados componentes menores de la fibra: cutinas,
ceras y ácido fítico.
4. Componentes relacionados con la fibra, donde se encuentran algunos
azúcares y proteínas resistentes a los enzimas digestivos y los lignanos.
Aunque la fibra es un término que incluye estas sustancias y, por tanto sus
propiedades dependerán de la naturaleza de estos constituyentes y de su proporción
en la dieta, en los trabajos consultados se habla de los efectos de la fibra
globalmente y en este sentido se ha demostrado que produce un aumento del
volumen de heces, disminuye el tiempo del tránsito intestinal y aumenta la capacidad
de retención de agua de las heces (Shetty y Kurpad, 1986; Spiller y col., 1986).
Debido a su importancia, los estudios referentes a la fibra se señalan
separadamente de los del resto de hidratos de carbono.
4.2.2.3.1. Hidratos de carbono y carcinogénesis mamaria: estudios
epiduniológicos
Puesto que la proporción de hidratos de carbono en la dieta se relaciona de una
forma directa, aunque ligera, con las calorías y con el contenido proteico, así como
de forma inversa con el contenido graso, es difícil esclarecer su efecto en la
carcinogénesis de forma individualizada de los otros componentes. Por ello, los
estudios epiderniológicos internacionales donde se observan correlaciones entre la
incidencia y mortalidad de tumores malignos de mama y de colon y la cantidad de
grasa disponible para el consumo, muestran también una asociación con las calorías
y la proteína, mientras que con los hidratos de carbono la correlación suele ser
negativa (Alfin-Siater y Kritchevsky, 1991). Sin embargo, se han encontrado
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relaciones positivas eptre las tasas de incidencia y mortalidad y el consumo de
azúcar y negativas con el consumo de carbohidratos más complejos (Hems y Stuart.
1975; Carroll, 1977; 1-lems, 1978, NAS, 1982).
Conviene señalar que, al igual que sucede con la gasa, el contenido en azúcares
de la dieta puede influir de forma indirecta en la incidencia al aumentar el contenido
calórico de la dieta (Cumminggs, 1986).
4.2.2.3.2. Fibra y carcinogénesis mamaria: estudios epidemiológicos
Los estudios epidemiológicos revelan que los consumos elevados de fibra y de
productos derivados de cereales se relacionan con un menor riesgo de cáx½cerde
mama (Kolonel y col., 1981; Lubin y col., 1986; Brisson y col., 1989; Van’t Veer
y col., 1990).
Otras investigaciones en las que se han comparado las incidencias de cáncer entre
personas vegetarianas y omnívoras, han puesto de manifiesto que los vegetarianos
presentan menores excreciones urinarias de estrógenos, niveles plasmáticos inferiores
de estrona y estradiol, así como una disminución en el riesgo de aparición de
neoplasias mamarias (Goldin y col., 1981, 1986 y 1988; Barbosa y col., 1990; Arts
y col., 1991, Rose y col., 1991).
Una observación interesante es que la población finlandesa consume más fibra
que la americana, mientras que la relación consumo de grasaifibra es mayor en el
grupo de enfermos cancerosos americanos y de individuos no vegetarianos
americanos (casos y controles), que en el resto de la población finlandesa
(Alderkreutz y col., 1989). Posteriormente, se han confirmado estos resultados al
encontrarse una relación inversa entre el consumo de cereales, y posiblemente de
fibra, y el riesgo de cáncer, aunque no existió dicha relación con el consumo de
vegetales y frutas (Alderkreutz, 1990).
Dos factores protectores conocidos frente al riesgo de padecimiento de cáncer de
mama son la menarquia a una edad tardía y la primera gestación a una edad joven
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(menor de 20 años) (Staszewski, 1971), y se sabe que la menarquia, así como el
desarrolla mamario, pueden retrasarse en la mujer con una dieta rica en fibra,
especialmente en fibra derivada de cereales (de Ridder y col., 1991).
Por último, unas de las características de la dieta occidental es su elevado
contenido en grasa y proteína y su escasez en fibra, y, puesto que se ha observado
que dicha dieta se asocia a la presencia de niveles plasmáticos de hormonas sexuales
elevados, a niveles de globulinas transportadoras de hormonas sexuales reducidos y
a una menor excrección de estrógenos y lignanos e isoflavonoides, se cree que estas
asociaciones son debidas a estas características nutricionales (Alderkreutz y col.,
1992). Además, los dos componentes de la fibra mencionados, lignanos e
isoflavonoides, se asocian a un menor riesgo de cáncer mamario como se demostró
anteriormente (Alderkreutz, 1990).
4.2.2.3.3. Hidratos de carbono y carcinogénesis mamaria: estudios
experimentales
En general, en los estudios experimentales se ha comprobado que el efecto de los
hidratos de carbono sobre la carcinogénesis es ligero o nulo y además, en ocasiones,
los resultados de estos estudios son difíciles de interpretar debido a que el diseño no
ha sido cuidadoso con respecto a la proporción de carbohidratos, siendo por tanto
dudosos su contenido y tipo en la ración de los animales de los experimentos (Alfin-
Slater y Kritchevsky, 1991).
Posteriormente, se ha observado que la carcinogénesis en cienos modelos
experimentales no se modifica en relación a los diferentes tipos de hidratos de
carbono, por ejemplo, la incidencia de tumores en ratón C3H/ HeJ no varió al
alimentar a los animales con dextrmna y sucrosa respectivamente (Gridley y col.,
1983).
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4.2.2.3.4. Fibra y carcinogénesis: estudios experimentales
La fibra que contienen las frutas y los vegetales está compuesta principalmente
por celulosa y pectina, componentes que pueden ser degradados parcial o
completamente por la flora intestinal y que, además, no se unen a hormonas
esteroides; por otro lado, la fibra de los cereales está compuesta por lignina y
hemicelulosa unida a lignina, que no puede ser degradada por la flora intestinal y
sí tiene la capacidad de unirse a los estrógenos (Arts y col., 1991) y a compuestos
carcinógenos como el DMBA (Gulliver y col., 1983). Además, los cereales pueden
aportar diez veces más cantidad de lignanos como enterodiol y enterolactona por
gramo que los vegetales y las frutas. Así, el salvado de trigo, la soja, la avena y la
linaza contienen una mayor proporción de lignina en su fibra, tienen capacidad de
unirse a los estrógenos con relativa afinidad y se piensa que son los protectores más
potentes frente al cáncer (Arts y col., 1991).
Se ha demostrado que el contenido en fibra afecta a la composición de la flora
y a la actividad de ciertos enzimas intestinales como la beta glucuronidasa, que
realiza la hidrólisis de glucurónidos y la nitrorreductasa y la azorreductasa,
responsables de la reducción de aminas aromáticas, ya que en ratas alimentadas con
dietas ricas en fibra existe una disminución de la actividad de estos enzimas (Reddy
y col., 1974).
Asimismo, se ha comprobado que la fibra influye en la promoción de la
carcinagénesis, ya que ésta se retrasa en ratas con tumores inducidos con MN al
aumentar en la alimentación el contenido en fibra (Axis y col., 1991; Cohen y col.,
1991).
Además, se sabe que la pubertad y el desarrollo mamario en la rata puede ser
más tardía si se incrementa la proporción de fibra de la dieta (Arts y col., 1992).
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4.2.2.4. Contenido en micronutrientes en relación a la carcinogénesis mamaria
4.2.2.4.1. Mecanismos de defensa frente a la oxidación
El hombre y los animales reciben la agresión de moléculas de oxígeno reactivo,
producidas durante la actividad bioquímica normal de los organismos, que lesionan
los tejidos de diversas formas, entre otras, desnaturalizando proteínas, alterando los
ácidos nucleicos o saturando los dobles enlaces de los ácidos grasos de las
membranas celulares, alterando así su estructura y función (Sun, 1990). Frente aesta
oxidación, existen mecanismos de defensa naturales tales como las enzimas
mineralodependientes, entre ellas por ejemplo la glutatión-peroxidasa, y pequeñas
moléculas secuestradoras del oxígeno libre como la vitamina C, el glutatión, el ácido
úrico, los carotenoides y la vitamina E (Byers y Perry, 1992). Estas moléculas
antioxidantes pueden prevenir la iniciación de la carcinogénesis al proteger al ADN
de mutaciones. También son desfavorables a la promoción y progresión tumorales
posteriores pues evitan el daño a las membranas celulares y actúan en su reparación
(Sies, 1990). El mecanismo de antioxidación, aunque sí es el más conocido, no es
el único por el que los micronutrientes previenen la carcinogénesis (Williams y
Dickerson, 1990). Algunos autores han señalado que cieflos micronutrientes
(compuestos con actividad de vitamina A, entre otros) inhiben la expresión in vitro
de algunos factores moleculares de riesgo como determinados oncogenes y sistemas
de comunicaciones intercelulares, además de inducir la diferenciación celular e
inhibir el crecimiento en células transformadas (¡‘rasad y Edwards-Prasad, 1990).
A continuación citamos la bibliografía más relevante con respecto a los
micronutrientes más estudiados en relación a la carcinogénesis del cáncer de mama
en la mujer: el selenio y la vitamina A.
4.2.2.4.2. Selenio en relación a la carcinogénesis mamaria
El selenio (Se) es un elemento traza esencial que puede inhibir de forma
reversible las etapas de iniciación y, fundamentalmente, de promoción de la
carcinogénesis (Morrison y col., 1988). El Se celular, que se encuentra de forma
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inorgánica, parece no afectar al crecimiento, mientras que son las seleno-proteinas
localizadas en el citoplasma, las que lo inhiben de una forma rápida, no letal y
reversible (Morrison y col., 1988). Asimismo, se ha comprobado mediante estudios
in vftro con citometría de flujo en lineas celulares mamarias de ratón que el Se
inhibe la síntesis de ADN <Medina y col., 1984 y 1985), así como las fases S y G,
del ciclo celular (Medina y col., 1983).
4.2.2.4.2.1. Selenio y carcinogénesis: estudios epideniiológicos
Broghaxner y col. (1976) en un estudio caso-control observaron que niveles
elevados de Se en sangre se relacionaban de forma significativa con menores
porcentajes de recurrencias o de aparición de otros tumores (mamarios y no
mamarios) y con tiempos de supervivencia prolongados. Posteriormente, se ha
demostrado que los individuos con cáncer mamario avanzado presentan niveles de
Se en sangre relativamente inferiores a los de los controles (McConnel y col., 1980;
Schrauzer y col., 1985; Comstock y col., 1992), aunque otros estudios revelan que
los niveles de selenio en sangre (Meyer y Verreault, 1987; Overbad y col., 1991)
y en las uñas (Van y col., 1987) son similares en los casos que en los controles.
Incluso, se ha encontrado una asociación positiva entre los niveles séricos de selenio
y el riesgo de cáncer de mama (Coates y col., 1988).
Es evidente que los datos que aportan los estudios epidemiológicos no son
concluyentes y una de las cuestiones que quedan por resolver es si los niveles de
selenio se modifican por la enfermedad, o si son en parte responsables de ella
(Overbad y col., 1991). Además, parece que la eficacia anticarcinogénica del selenio
depende de su metabolismo y retención en el organismo y puede que elevadas
concentraciones de selenio en los tejidos o en la sangre, no indiquen una menor
riesgo de cáncer (Ip y Hayes, 1989). Actualmente, son necesarios nuevos estudios
epidemiológicos, especialmente de tipo prospectivo (cohorte) que clarifiquen el papel
del selenio en la carcinogénesis mamaria en el hombre (Garland y col., 1993).
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4.2.2.4.2.2. Selenio y carcinogénesis mamaria: Estudios experimentales
Los estudios experimentales tampoco aclaran definitivamente el papel del Se pues
se han llevado a cabo numerosos experimentos con diferentes especies animales y
modelos tumorales y se ha observado que, en cada caso, la respuesta a la
suplementación con selenio es diferente (Alfin-Siater y Kritchevsky, 1991).
Así, por ejemplo, se ha demostrado que el selenio actúa como un potente
inhibidor de los tumores inducidos química o víricamente en la rata y en el ratón
(Medina y col., 1980 y 1983). Sin embargo, sólo en cinco de los quince trabajos
experimentales en los que se empleó selenito sódico como fuente de selenio, se
apreció un descenso en la incidencia de tumores y de 33 estudios en los 4ue se
administraba aceite de maíz junto con selenito sádico, se observó un descenso en la
incidencia en 15 de ellos (Morrison y col., 1988>.
Yan y col. (1991) utilizando el ratón atírnico como animal de experimentación,
comprobaron que el crecimiento del transplante de células tumorales mamarias no
se inhibió ni con la suplementación ni con la deficiencia de selenio, resultado que
confirma la variabilidad de los efectos de este mineral según los modelos tumorales
empleados. Se observó además que, al disminuir el magnesio en la dieta, el
crecimiento tumoral se retrasaba aunque se potenciaba la toxicidad del selenio; este
efecto se debe a que la detoxicación del Se tiene lugar a través de la síntesis de
selenoglutatión, proceso que requiere ciertos niveles de magnesio (Yan y col.,
1991).
Como ocurre con frecuencia en los estudios nutricionales, los resultados de estos
experimentos deben extrapolarse al hombre con reserva, ya que en nuestra dieta, el
Se se encuentra en forma orgánica, asociado a proteínas y aminoácidos y, sin
embargo, la mayoría de los estudios experimentales emplean compuestos inorgánicos
de selenio (Ip y col., 1992). Hemos de decir, finalmente, que también se han
descrito dos componentes orgánicos, la selenometionina y la seleno-
metilselenocisteina como compuestos capaces de inhibir la carcinogénesis mamaria
(Ip y Hayes, 1989).
59
CapítuLo 1
4.2.2.4.3. Vitamina A en relación a la carcinog¿nesis mamaria
Antes de citar la bibliografía más importante, mencionamos brevemente algunos
conceptos básicos referentes a la vitamina A y a su influencia en la carcinogénesis.
La forma activa de la vitamina A en los tejidos es el retinol. La vitamina A en
la dieta tiene dos orígenes: los retinoides, formados por el retinol (productos lácteos,
carne, hígado) y sus ésteres; y los carotenoides. Existen dos clases principales de
pigmentos carotenoides, los carotenos o carotenoides hidrocarbonados (a, 3 y y
carotenos), el más abundante es el 3-caroteno (vegetales de hoja amarilla y verde)
y las xantofilas o carotenoides oxigenados. El Wcaroteno se absorbe en la mucosa
intestinal y se transforma en reúna), pudiendo luego convenirse en retinol. El retinol
es a su vez frente de retinal y de ácido retináico, retinoides con propiedades que
mencionamos a continuación (Alfin-Síater y Kritchevsky, 1991).
Según Ong y Chytil (1983), los retinoides (retinol, retinal y ácido retinoico, entre
otros) actúan como los esteroides, es decir, forman un complejo proteina-retinoide
en la célula que puede desplazarse al núcleo y alterar la expresión genética. Por otro
lado, los retinoides afectan a las glucoproteinas y a la síntesis de glucoconjugados,
lo que puede a su vez alterar el genoma y modificar el reconocimiento, adhesión y
agregación celulares (Roberts y Sporn, 1984).
Algunos autores han demostrado ¡it viro que la vitamina A inhibe el crecimiento
de determinadas lineas celulares de tumores de manta en la especie humana y que
el efecto de los retinoides consiste en una actividad antiproliferativa y fibrinolítica.
Estos das mecanismos pueden explicar algunos de los resultados contradictorios que
se obtienen con la terapia con retinaides, puesto que la actividad fibrinolítica puede
aumentar los procesos de invasión y metastatización (Halter y col., 1990). También
se ha demostrado empleando líneas celulares tumorales mamarias con diferentes
capacidades de invasión, que el ácido retinóico convierte la línea celular no invasiva
en invasiva y viceversa (iBrake y col., 1991).
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4.2.2.4.3.1. Vitamina A y carcinogénesis mamaria: estudios epidenilológicos
En primer lugar, conviene señalar que la mayor parte de la literatura consultada
hace referencia a la relación entre vitamina A y el cáncer de pulmón y los estudios
respecto a los tumores mamarios son escasos.
El consumo de alimentos ricos en vitamina A se asocia a un menor riesgo de
tumores en general (mamarios y no mamarios) (Shekelle y col., 1981; Graham y
col., 1982). Micozzi y col. (19%) determinaron que los vegetales verdes contienen
de un 80% a un 90% de xantofilas y de un 10% a un 20% de 0-carotenos, mientras
que los amarillos y otros vegetales como tomates y fresas, presentan de un 80% a
un 90% de carotenoides hidrocarbonados (¡3-caroteno). Además, se ha comprobado
que la cocción reduce drásticamente el contenido en xantofilas, principalmente
luteína y en mucha menor medida el de caroteno. Por ello, y teniendo en cuenta que
la protección frente al cáncer es mayor si se consumen los vegetales crudos y no
cocinados (Graham y col., 1972), es posible que los carotenoides oxigenados
(xantofilas) protejan frente al cáncer independientemente de los carotenos (Micozzi
y col., 1990).
Steinmetz y col. (1991) en una revisión de la literatura referente al tema,
concluyeron que el consumo elevado de vegetales y frutas se asocia de forma
consistente, aunque no siempre, con un menor riesgo de cáncer, particularmente de
tumores epiteliales del tracto digestivo, y destacaron que los vegetales crudos son
especialmente beneficiosos ya que condenen un elevado número de agentes
anúcarcinógenos, principalmente carotenoides (bidrocarbonados y oxigenados).
El estado nutricional de los individuos respecto a la vitamina A se puede conocer,
entre otros métodos, determinando el nivel plasmático de retinol, ya que el nivel
plasmático de #-caroteno refleja un consumo reciente de dicho nutriente
(Ramaswamy y col., 1990). No obstante, la mayoría de los estudios citados en esta
revisión bibliográfica han tenido en cuenta ambos niveles. Así, Wald y col. (1984)
en un estudio caso-control no encontraron diferencias entre las niveles séricos de
retinol y caroteno en mujeres con tumores mamarios respecto a los controles (Wald
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y col., 1984) y semejantes resultados se obtuvieron en otros dos estudios similares
en los que no se encontraron relaciones entre el consumo de 0-caroteno o sus niveles
séricos y el riesgo de cáncer de mama (Marubini y col., 1988; London y col.,
1992).
Sin embargo, algunos autores han encontrado que existe un menor consumo de
vitamina A en las enfermas de cáncer mamario que en los controles, diferencias
observadas incluso después del ajuste con respecto al consumo calórico y a otras
variables asociadas al riesgo (Katsouyanni y col., 1988>; igualmente, otras
investigaciones han revelado que los niveles de retinol son inferiores en los casos
que en los controles (Basu y Sasmal, 1988; Knekt y col., 1990; Potischman y col.,
1990). Con respecto a la enfermedad metastásica Rigby y col. (1992) señalan que
existen menores niveles de retinol y de proteína transportadora de retinol en los
casos sin presencia de metástasis que en los controles, aunque los pacientes con
metástasis presentan niveles de retinol similares a los controles, y una disminución
de la proteína transportadora de retinol (CRBP).
Asimismo, se ha observado que la suplementación con vitamina A y en general
el consumo de vegetales, evitan el desarrollo de lesiones mamarias benignas pero no
el de malignas, lo que puede significar que la vitamina A. no ejerce ninguna
protección una vez que la transformación maligna ha tenido lugar (Hislop y col.,
1990).
Todos los estudios citados anteriormente son de tipo retrospectivo, sin embargo,
en das estudios de tipo prospectivo se ha observado que el consumo de vitamina A
produce un ligero efecto preventivo (Hunter y col., 1991) o ningun efecto (Paganini
y col., 1987) en relación al riesgo de cáncer de mama en la mujer.
De nuevo en este punto, es necesario realizar nuevos estudios epidemiológicos
que investiguen no sólo el papel de la vitamina A en general, sino el efecto en
particular de los diferentes carotenoides y retinoides presentes en la dieta (Garland
y col., 1993).
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4.2.2.4.3.2. Vitamina A y carcinogénesis mamaria: estudios experimentales
La mayoría de estos trabajos confirman el caracter beneficioso de la vitamina A
ya que señalan que su deficiencia aumenta la susceptibilidad a la aparición de
tumores inducidos químicamente en diversos órganos (Alfin-Síater y Kritchevsky,
1991) y algunos autores han comprobado en la rata que el empleo de retinoides
previene o reduce la aparición de tumores de mama (Moon y col, 1977; McCormick
y col., 1980).
Más recientemente se ha demostrado en tumores experimentales mamarios y de
piel que es en la fase de promoción tumoral donde los retinoides ejercen su efecto
inhibidor de la carcinogénesis (Grubbs y col., 1990) y que modifican la expresión
genética a través de proteínas que actúan como ligandos intracelulares y de
receptores nucleares (Sani y col., 19%).
Hay que indicar que, en general, los compuestos más empleados en los estudios
experimentales han sido el retinol y el palmitato de retinol (Brandes y col., 1966)
y que los retinoides de mayor actividad frente a los tumores de mama son los que
carecen del grupo funcional carboxilo, como el retinol y derivados, mientras que el
ácido retinoico y el 13-cis-ácido retinoico poseen una escasa actividad antitumoral
mamaria (Moon y col., 1983). Asimismo, actúan como agentes preventivos el retinil
metil éter y la 4 hidroxifenil retinamida (4-HPR) (McCormick y col., 1982; Bollag
y ccl., 1987; Orubbs y col., 1990).
Otros compuestos que también han mostrado su efectividad en ratas con tumores
mamarios inducidos con DMIBA (Hill y Grubbs, 1982) y NMU (Hill y Grubbs,
1982; Welsch y col., 1984; Shealy, 1989) son el acetato de retinol. Sin embargo,
en el ratón el acetato de retinol y la 4-HPR no son preventivos (Maiorana y
GuiBino, 1980; Welscb y col., 1984).
En la glándula mamaria la CREP puede estar implicada en el mecanismo de
prevención de los retinoides, ya que la mayoría de los compuestos preventivos
eficaces se unen a esta proteína (Hill y Sant 1991). La 4-HPR es un excepción ya
que no se une a esta proteína, pero se cree que un metabolito suyo, que es la forma
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biológicamente activa, sí se une a la CREP (Mehta y col., 1988).
Finalizamos este capítulo de la revisión puntualizando los aspectos mas
interesantes que recogen Alfin-Siater y Kritchevsky, (1991):
1. Los estudios experimentales confirman que los antioxidantes, y por tanto de
los retinoides, actúan en la fase de promoción tumoral (Moon, 1989; Krinsky,
1991).
2. Los retinoides son en algunos animales de experimentación carcinógeno-
específicos y la vía, la duración y la dosis administrada pueden influir, ya que la
administración de retinoides antes, no después, de la del carcinógeno puede puede
aumentar la incidencia de tumores de mann; sin embargo, si la administración se
continúa durante más tiempo, la incidencia final se reduce (Unabós y col., 1990).
3. El 13-caroteno, independientemente de su papel en la síntesis de vitamina A,
previene la carcinogénesis en diferentes animales de experimentación, actuando en
las últimas fases de la promoción y en la progresión tumorales (Bm, 1986; Krinsky,
1991>.
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4.3. Influencia de la nutrición en la carcinogénesis mamaria en la especie
canina
Tras una extensa revisión de la bibliografía referente a la influencia de la
nutrición en la carcinogénesis de los TMC, los estudios en este campo, tanto a nivel
epidemiológico, experimental, como in vitro son escasos.
En el único estudio caso-control realizado en la perra (Sonnenschein y col.,
1991>. se ha observado que una dieta rica en grasa, así como la obesidad un año
antes del diagnóstico no se asocian, en líneas generales, a un aumento del riesgo. Sin
embargo, cuando se dividió la población objeto de estudio en animales
ovariectomizados o no, los resultados variaron. Si se consideran solo las perras
ovariectomizadas, la incidencia de tumores mamarios fue menor en penas que
habían sido delgadas a los 9-12 meses de edad. Por el contrario, en perras no
ovariectomízadas, el hecho de una delgadez en la etapa juvenil influyó ligeramente
sobre la incidencia, aunque no de forma significativa.
Asimismo se determinó en este trabajo que el porcentaje de caladas consumidas
derivadas de la grasa es significativamente menor en los casos que en los controles
sin tumores y que el porcentaje de calorías derivadas de comida casera era menor
en los casos que en los controles.
A continuación, referimos aquellas investigaciones de carácter experimental que
se han enfocado en concreto al estudio de los tumores mamarios caninos, mediante
la utilización de células neoplásicas mamarias caninas en otros animales de
experimentación diferentes del perro.
En estudios in vftro, los trabajos con referencia a los TMC han sido también muy
escasos. El componente de la dieta más estudiado ha sido el micronutriente selenio
y así Watrach y col. (1982) estudiaron su efecto sobre células de carcinoma mamario
canino transplantadas a ratón atímico. En esta investigación, el grupo tratado con
selenio (selenito sédico por vía parenteral) presentó un crecimiento tumoral
significativamente inferior al del grupo no tratado, observándose además que la
65
Capitulo 1
administración de selenio originaba su acúmulo de forma desigual en los tejidos.
Posteriormente, Fico y col. (1986) empleando líneas celulares de tumores
mamarios caninos determinaron que el seleniodiglutatión es la forma más efectiva
para inhibir el crecimiento y que el efecto inhibidor depende de la concentración
total de selenio, del tiempo de exposición, del tipo celular y del estado de
crecimiento de las células. En este estudio, ninguna forma química de selenio fue
efectiva sobre las células normales y además, se afirmó que el selenio inhibe la
síntesis proteica al alterar la transcripción del ARR
Recientemente se ha comprobada que las células poseen una sensibilidad diferente
a los efectos tóxicos del seleniodiglutation debido no a una distinta capacijad de
retención de selenio sino más bien de metabolización de este hacia formas menos
tóxicas (Fico y Milner, 1991). Estos autores han señalado que la capacidad del
selenito de alterar el crecimiento ¡ti vftro de las células tumorales mamarias caninas
depende de la cantidad y duración de la exposición al selenio y de la densidad del
cultivo (Kuchan y Milner, 1992).
Pronóstico de los tumores mamarios caninos
El pronóstico de los tumores mamarios caninos depende en gran medida del
estadiaje clínico, el cual se realiza mediante el sistema TNM (Owen, 1980),
especialmente del tamaño del tumor, pero también del tipo histológico y de la
velocidad de crecimiento (Misdorp y col., 1973; Fowler, 1974; Bostock, 1975; Else
y Hannant, 1979; Chrisp y Spangler, 1980; Kurzman y Gilbertsson, 1986). El
comportamiento biológico del tumor estimado mediante el tipo histológico, el grado
de invasión en los vasos y/o el estroma, la morfología y diferenciación celulares y
el índice mitótico, se ha señalado como vffdo para predecir la supervivencia de los
animales (Misdorp y Han, 1976). Sin embargo, el valor pronóstico de la afectación
ganglionar es controvertido (Misdorp y col., 1973; Gilbertson et al., 1983).
Con respecto al tipo histológico, se ha observado que los sarcomas se asocian a
supervivencias menores que los carcinomas complejos, mientras que los carcinomas
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solidos se asocian a penocios de supervivencia intermedios (Brodey y col., 1983).
Ciertas características clínicas asociadas a un pronóstico adverso como la presencia
de metástasis pulmonares, presencia de linfedema, la infiltración tumoral de la linea
media, y la presencia de nódulos satélites entre el tumor y los gánglios linfáticos,
se asocian no sólo a un mal pronóstico sino a que su curación no podrá establecerse
exclusivamente con la resección quirúrgica (Brodey y col., 1983).
El tipo de intervención quirúrgica, así como el realizar la ovariectomía en el
momento de la cirugía carecen de valor pronóstico (Alíen y Mahaffey, 1989).
Estos son los factores clasicos que ayudan a establecer el pronóstico en los TMC.
En los últimos años se está comenzando a evaluar otros factores como Son el
contenido de ADN tumoral y la fase 5. Solamente existe un trabajo publicado en el
que se estudia el valor pronóstico del análisis del contenido de ADN y de la fase S
en tumores caninos. Los factores indicativos de mal pronóstico encontrados mediante
un análisis multivariado fueron la edad, una elevada fase 5 y la presencia de
sarcomas (Helímén y col., 1993).
Respecto a la influencia de la dieta, en el único estudio caso-control realizado en
la perra se ha observado que una dieta rica en proteína y con un bajo contenido en
grasa, se relaciona con un mejor pronóstico, mientras que el contenido en grasa de
la dieta sin tener en cuenta el de proteína, no presenta ninguna asociación con la
supervivencia de los casos (Shofer y col., 1989).
Como se comprueba, es necesario ampliar los estudios sobre los “nuevos’
factores pronóstico en los TMC, tales como el ADN, la fase 5 y los factores
dietéticos entre otros, para poder contar con más datos fiables y de posible
aplicación clínica.
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Hallazgos clínicos e histológicos en 102 perras con
tumores mamarios benignos y malignos
Capttulo II
INTRODUCCION
Los tumores mamarios son las neoplasias más frecuentes en la perra (Dom y
col., 1968). En animales menores de 4 años son muy infrecuentes, sin embargo, a
partir de esta edad la incidencia empieza a aumentar, especialmente a partir de los
6 años (MacEwen y Withrow, 1989). En la etiología de los tumores mamarios
caninos (TMC) influyen fundamentalmente las hormonas esteroides sexuales.
Muestra de esta influencia es el hecho de que la ovariectomía realizada antes de los
2 años de edad, reduce en gran medida el riesgo de aparición de estas neoplasias.
Asimismo, se ha comprobado que la administración de hormonas esteroides influye
en la carcinogénesis mamaria en la perra (Rutteman, 1990).
La presentación clínica de los TMC es muy variable, ya que pueden aparecer de
forma única o bien ser múltiples. En el último caso, las neoplasias pueden ser del
mismo o de diferente tipo histológico, en ocasiones son resultado del crecimiento de
una única neoplasia que afecta a varias g1~ndulas (Brodey, 1983; Theilen y
Madewell, 1987). Además, se presentan en forma de nódulos bien delimitados de
crecimiento lento o estacionario, o bien como nódulos de crecimiento rápido e
invasivo, adheridos a tejidos subyacentes y con otros signos de malignidad (Theilen
y Madewell, 1987).
Los TMC malignos metastatizan con frecuencia, los de tipo epitelial a través del
sistema linfático, o sanguíneo, o ambos. Sin embargo, los sarcomas metastatizan más
frecuentemente a través del sistema sanguíneo (Theilen y Madewell, 1987).
El diagnóstico inicial de los TMC se realiza en función de las características
clínicas, aunque puede emplearse como método adicional al diagnóstico la citología
con aguja fina (Allen y col., 1986; Helímén y Lindgren, 1989). No obstante, para
poder establecer un diagnósúco definitivo es necesario en muchos casos el estudio
histopatológico (Alíen y col., 1986).
Los tumores mamarios caninos son complejos no solamente en su presentación
clínica; su histopatología es igualmente complicada, por lo que resulta difícil
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desarrollar un sistema de clasificación histológica que aporte un valor pronóstico.
La clasificación histológica de los tumores mamarios caninos más frecuentemente
empleada a nivel mundial es la clasificación de la OMS (1-Lampe y Misdorp, 1974).
En el presente trabajo se han estudiado las características clínicas e
histopatológicas de 102 perras que presentaban displasias, tumores mamarios
benignos y malignos. Hemos incluido displasias mamarias aunque no son tumores,
ya que se consideran lesiones premalignas. Estas se han encuadrado dentro de un
mismo grupo junto con los tumores benignos.
MATERIAL Y METODOS
1. Animales
En este estudio hemos empleado 102 perras que acudieron a las consultas del
Departamento de Patología Animal 11 de la Facultad de Veterinaria de Madrid y que
presentaban tumores mamarios. La edad de los animales se encontraba en un rango
entre 5 y 13 años, ambos inclusive. La media de edad de los animales fue 9,86 años
±0,22 (error estándar de la media). El valor mediana de edad fue 10 años.
Un 58% los animales eran de raza pum, siendo la de mayor frecuencia de
presentación la raza pastor alemán. Un 42% de los casos fueron mestizos y cruces
entre razas puras.
Noventa y un casos (89%) fueron perras no ovariectomizadas en el momento del
diagnóstico, mientras que 11(10%) habían sido ovariectomizadas anteriormente a
esta fecha.
Los animales han sido reseñados mediante las letras CO seguidas de un número.
Para comparar las variables entre animales con diferentes tipos de tumores, los
grupos empleados han sido:
1: grupo con displasias y tumores benignos y
II: grupo con tumores malignos con o sin tumores benignos.
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2. Examen clínico
A continuación describimos el examen clínico realizado a todos los animales en
la primera visita a las consultas.
2. 1. Anamnesis
En primer lugar realizamos una anamnesis general y sistemática. Posteriormente,
hicimos referencia al problema mamario, obteniendo la siguiente información:
Datos del tumor: observación del mismo por primen vez, tamaño que presentaba
en aquel momento y ritmo de crecimiento (categorizada este en estacionario, lento,
moderado y rápido).
Además, se preguntó acerca de la posible existencia de otros tumores de mama
y su diagnóstico histológico, así como de otros tumores no mamarios.
Asimismo, mediante el empleo del cuestionario de alimentación descrito en el
apartado de material y métodos del capítulo IV, se obtuvo la información referente
al estado hormonal del animal.
2.2. Exploración clínica
En primer lugar, realizamos una exploración aeneral del animal incluyendo la
exploración de la cavidad oral en busca de posibles signos acromegálicos, la
auscultación torácica y la palpación abdominal.
La e~ploración de las glándulas mamarias se realizó mediante la inspección y
palpación de las mismas. Se evalué el aspecto de las glándulas tumorales o no, y de
los pezones así como la eventual presencia de secreciones glandulares.
Los tumores fueron identificados mediante el sistema de letras y números que se
describe a continuación: los tumores de la cadena mamaria izquierda se denominaron
con la letra L (Left= izquierda) seguida de un número del 1 al 5 según su
localización en la cadena mamaria en dirección cráneo caudal. Los tumores
localizados en la cadena mamaria derecha se denominaron con la letra R (Right =
derecha) seguida de la misma numeración descrita para la cadena izquierda.
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De cada tumor se hizo una ficha atendiendo a su localización en la cadena
mamaria, determinándose el tamaño en centímetros mediante la valoración de 3
diámetros con la ayuda de un calibrador. También se valoré la consistencia,
clasificándola en dura, firme, o blanda, la adherencia o no a la piel yio a píanos
profundos y la ulceración o no de la piel.
Posteriormente, exploramos el sistema linfático que drena la región mamaria, el
cual está formado por los ganglios inguinales superficiales que drenan las dos
glándulas inguinales, los ganglios inguinales profundos que drenan los ganglios
inguinales superficiales y los ganglios axilares principales y secundarios que drenan
las 3 glándulas craneales.
Para la valoración de posibles metástasis torácicas se realizó una radiografía de
tórax en proyección latero-lateral, siendo necesario en la mayoría de los casos hacer
dos proyecciones.
2.3. Estadiale clínico
El estadio clínico del paciente se estableció siguiendo el sistema TNM (Owen,
1980) de la Organización Mundial de la Salud, mediante el cual se evalúa la
gravedad del proceso en:
A) ~ta~IQi:que corresponde a los casos que presenten tumores de tamaño Tí,
T2 o T3 sin afectación ganglionar verificada histológicamente y sin presencia de
metastisis distales, denominado en el presente trabajo como ~a~jg]~~¿.
E) Ega4jtIL: todos los casos con tumores de tamaño T4 sin evidencia de
afectación ganglionar verificado mediante histología ni presencia de metástasis
distales, denominado estadio local avanzado
.
C) Estadio III: Tumores de cualquier tamaño con afectación del ganglio axilar
o inguinal superficial confirmada histológicamente, denominado estadio re2ional
D) Estadio IV: Presencia de metástasis distales incluyendo la afectación de
ganglios linÑticos distales, o estadio de enfermedad diseminada
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2.4. Evaluación nreauirúrgica
En los animales que iban a ser intervenidos quirúrgicamente se realizó un perfil
analítico, incluyendo un hemograma y perfil bioquímico y un electrocardiograma.
3. Tratamiento de los tumores mamarios
La decisión de realizar una resección quirúrgica de las neoplasias fue tomada en
base a su localización, número de glándulas afectadas, tamaño y adherencia a planos
profundos y a piel, afectación ganglionar y presencia de metástasis distales. También
se consideró la condición general del animal y la opinión del propietario.
Siguiendo estos criterios fueron operadas 90 perras de las 102 incluidas en el
estudio. Así, en 2 animales que presentaban un estadio local avanzado y en otro caso
con metástasis distales, no se realizó la intervención quirúrgica. En otros 2 casos con
metástasis distales se realizó una cirugía paliativa según la decisión del propietario.
Dos animales fueron euranasiados debido a la presencia de otras enfermedades
graves como leishmaniosis e insuficiencia renal crónica.
En 5 casos no se realizó la resección quirúrgica del tumor por decisión de los
propietarios y el diagnóstico se estableció mediante citología.
En cuanto a la tkniaQp~nWIia empleada, y teniendo en cuenta que en ninguno
de los animales (n=90) se presentaron metástasis distales, se practicaron
nodulectomías en 12 casos y en 46 casos, mastectomias; resecciones en bloque se
realizaron en 28 animales. En 2 casos se llevo a cabo la extirpación unilateral de la
cadena mamaria completa y en otros 2 la extirpación de las dos cadenas mamarias.
Además, el ganglio inguinal superficial homolateral fue extirpado
quirúrgicamente cuando se realizó la mastectomía de la quinta glándula o bien la
resección en bloque de la tercera, cuarta y quinta glándula o la extirpación de la
cadena mamaria completa (n= 52 casos).
El ganglio linfático axilar homolateral fue extirpado en 3 casos al estar
clínicamente aumentado de tamaño y presentar evidencia de afectación mediante
examen citológico.
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4. Estudio histológico
4. 1. Toma de muestras
Después de la intervención quirúrgica y/o necropsia, el tejido tumoral fue
seccionado. Las muestras se obtuvieron de las zonas del tumor que no presentaban
necrosis ni hemorragias, así como de otras zonas y se conservaron en una solución
de formol tamponado al 10%.
4.2. Procesado de las muestras
Las muestras fijadas en formol tamponado fueron incluidas en parafina
plastificada (Panreac) con punto de fusión 560-580C empleando un procesador de
tejidos (Procemir 1000).
Se prepararon bloques de parafina según el sistema de cassettes para procesado
de tejidos (Vosopath AG) mediante una consola dispensadora de parafina, consola
térmica y crioconsola “Tissue Tek~ (Miles Scientiflc).
Para la obtención de los cortes seriados de 4-5 ~ de espesor se utilizó un
microtomo con motor incorporado “Minot Leitz 1516”.
Posteriormente las secciones fueron desparafinadas, rehidratadas y teñidas con
hematoxilina/eosina como técnica rutinaria para el diagnóstico histopatológico.
4.3. Diagnóstico histológico
El diagnóstico histológico se realizó de acuerdo con la Clasificación de Tumores
en Animales Domesticos de la Organización Mundial de la Salud (Hampe y
Misdorp, 1974), valorando el tipo histológico predominante en la preparación.
Asimismo, las neoplasias fueron además clasificadas como heterogéneas u
homogéneas dependiendo de la presencia o no de áreas histológicamente diferentes.
En todos los tumores malignos analizados se determinaron el grado histológico
de malignidad y el grado de malignidad nuclear según la descripción de Misdorp y
Han (197~), estableciéndose tres grados de malignidad histológica y nuclear.
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4.4. Estudio cito1ó~ico
En 5 casos el diagnóstico se realizó mediante examen citológico. Las muestras
obtenidas mediante aspiración con aguja fina, fueron teñidas con diff-quick.
5. Análisis estadistico
La edad en la primen consulta entre los grupos de animales se comparo
empleando la prueba no partmetrica de Wilcoxon. Las variables categóricas entre
grupos se evaluaron mediante la prueba del Chi2 o la prueba de Fisher. El nivel de
significación estadística se consideró a partir de valores de P > 0,05.
RESULTADOS
1. Número y tipo de tumores
Hemos obtenido 171 nódulos mamarios de las 102 perras de nuestro estudio.
Dichos nódulos se han clasificado atendiendo a su histología en 2 grupos: Grupo 1:
displasias y tumores benignos y Grupo II: tumores malignos.
Grupo 1: Displasias y tumores benignos. Este grupo está formado por 109
nódulos pertenecientes a 67 animales. Cuarenta y ocho perras presentaban displasias
yio tumores mamarios benignos exclusivamente, mientras que 19 casos tuvieron
además tumores mamarios malignos. Das tumores presentaban una malignidad
‘borderline” y han sido incluidos en este grupo.
De las perras con displasias y tumores benignos exclusivamente, 2 habían
padecido anteriormente tumores mamarios malignos y 9 otras neoplasias: oral
benigna (n= 1), ovárica máligna (n= 1), cutánea benigna (n= 2), mamaria benigna
(n= 1) mamaria de histología desconocida (n= 1) y tumor venéreo transmisible (n=
1).
Grupo II: tumores malignos. Este grupo está formado por 62 tumores primarios
pertenecientes a 54 peras, de las cuales 19 presentaban a su vez neoplasias benignas
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como se ha señalado anteriormente. Asimismo, de estas 54 perras, 3 fueron operadas
antenormente de otros tumores malignas y 6 de otras neoplasias: ovárica maligna
(n= 1), cutánea benigna (n= 1), mamaria benigna (n= 1) mamaria de histología
desconocida (n 2) y tumor venéreo transmisible (n= 1).
2. Influencia de la edad y del estado hormonal
La edad ha sido una variable que no presenta una distribución normal, por lo que
los datos presentados son los valores mediana de cada grupo. En los animales con
displasias y tumores benignos exclusivamente la mediana de edad al diagnóstico es
10 años (rango de 5 a 13, n= 48), mientras que en el grupo de animales con
tumores malignos es 10,5 años (rango de 6 a 13, n= 54), siendo la diferencia entre
las dos medianas de edad estadísticamente significativa (P < 0,05).
En los animales ovariectomizados la mediana de edad es 12 años (rango de 7 a
13, n= 11), mientras que la mediana es de 10 años en las perras no
ovariectomizadas (rango de 5 a 13 años, n 91). La diferencia de la mediana de
edad entre los dos grupos es estadísticamente significativa (P < 0,05).
No existen diferencias significativas entre la proporción de tumores benignos y
malignos en las perras ovariectomizadas y las no ovariectomizadas.
En 100 casos se pudo estimar el ritmo de crecimiento. Para la comparación de
esta variable con otras características clínicas en animales que presentaban múltiples
nódulos (n=39), hemos tenido en cuenta el ritmo de crecimiento del tumor que
resulté histológicamente más maligno. Se comprueba que, a mayor edad, el ritmo
de crecimiento aumenta ya que la mediana de edad de los animales que presentaban
tumores con crecimiento estacionario es 10 años (rango de 5 a 12, n= 11), siendo
significativamente inferior a la mediana de edad de aquellos con crecimiento rápido
(11 años, rango de 6 a 13, n= 28) (P c 0,05).
Existen diferencias no significativas si comparamos la edad de los animales con
tumores malignos y su estadio clínico. La mediana de edad de las penas que
presentan un estadio local es 10 años (rango de 6 a 13, n= 39), mientras que en
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aquellos con metástasis regionales es 10 años (n= 10) y 11 años en animales con
metástasis distales (rango de 10 a 13, n= 3).
3. Resultados clínicos
3.1. Localización de los tumores
Cincuenta y nueve perras presentaban más de una glándula mamaria afectada por
TMC. De estos 59 animales, 39 tuvieron al menos 2 tumores que se consideraron
diferentes al estar claramente separados y circunscritos macroscópicamente (de la
misma o de diferente histología). De los 39 casos con múltiples tumores, 16
presentaban diferentes displasias y/o tumores benignos, 4 diferentes tumores
malignos y 19 casos eran tumores benignos y malignos conjuntamente.
Las glándulas mamarias miÉ frecuentemente afectadas han sido los pares 40 y 50
pues 96 tumores del total (n= 171) tenían esta localización, lo que supone un 56%
de incidencia en estas mamas. Treinta tumores se situaban en el 3” par (17%) y 29
(17%) correspondieron al U’ y/o 20 pares. Por otro lado, 17 neoplasias afectaban
a mas de dos glándulas mamarias o bien al Y’ par y a una de las glándulas
adyacentes.
3.2. Tamaflo y crecimiento tumoral
El ritmo de crecimiento se evaluó en 168 tumores y se relaciona de forma
estadísticamente significativa al tamaño del tumor (P < 0,001) y a la adherencia a
planos profundos (IP < 0,01) (Tabla 1).
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3.2.1. Grupo 1: Displasias y tumores benignos
Del total de 109 displasias y tumores benignos, 63% pertenecen a la categona
TI, 24% a la 12 y 13% a la 13.
En 107 displasias y tumores benignos el ritmo de crecimiento se relaciona de
forma directa y estadísticamente significativa con el tamaño tumora], siendo el valor
de P obtenido con la prueba del Chi2 < 0,05 (Tabla 3).
Cuarenta y dos displasias y tumores benignos de 109 estaban adheridos a tejidos
adyacentes. No hemos encontrado una relación significativa entre la adherencia a
planos profundos y el ritmo de crecimiento ni el tamaño tumoral.
Asimismo, de 109 displasias y tumores benignos solamente 4 estaban ulcerados.
No se ha podido establecer una relación significativa entre la ulceración de la piel
y el ritmo de crecimiento, la adherencia a planos profundos ó el tamaño tumoral.
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Tabla 2. Tamaño, ritmo de crecimiento tumoral y adherencia a pianos profundos
en relación al tipo de tumor. Grupo 1: displasias y tumores benignos.
Grupo II: tumores malignos.
Tipo de tumor Grupo 1 Grupo II
Tamaño
TI 69 24
T2 26 19
13 14 17
T4 2
Total ¡09 62
Ritmo de creanuento
Estacionario 17 3
Lento 32 20
Medio 32 21
Rápido 26 17
Total 107 61
Adherencia
Si 42 37
No 67 25
Total 109 62
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TAMANO TOTAL RITMO DE CRECIMIENTO1
Estacionario Lento Medio Rápido
Tí 67 15 23 18 11
T2 26 2 6 9 9
T3 14 0 3 5 6
Tabla 3. Relación entre el ritmo de crecimiento y el tamaño tumorales en displasias y tumores
benignos.
3.2.2. Gruno 11: Tumores malignos
Del total de 62 tumores malignos, 39% pertenecen a la categoría de tamaño tumoral Ti,
31%alaT2,27%alaT3y3%alaT4.
De las 54 perras pertenecientes al grupo de animales con tumores malignos, 39
presentaban un estadio clínico local, 2 un estadio local avanzado, 10 un estadio regional y
3 jn estadio de enfermedad diseminada.
El ritmo de crecimiento fue una variable conocida en 61 tumores. Hemos observado que
el ritmo de crecimiento se relaciona de forma significativa con el tamaño del tumor, con un
valor de P < 0,05 (tabla 4); sin embargo, no se relaciona de forma significativa con la
adherencia a planos profundos ni con la ulceración de la piel.
La ulceración de la piel sí se relaciona de forma significativa con otras variables clínicas
adversas como la adherencia a planos profundos (P < 0,05), el tamaño del tumor (P <
0,05) y la afectación ganglionar (IP < 0,01).
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TAMANO TOTAL . RV~MO DE CRECIMIENTO
Estacionario Lento Medio Rápido
Tí 24 3 11 9
fl 18 0 4 6 8
T3 17 0 5 6 6
T4 2 0 0 0 2
Tabla 4. Relación entre el ritmo de crecimiento y el tamaño tumora] en tumores malignos.
En los 62 tumores malignos incluidos en este grupo, la afectación ganglionar no se
relaciona de manen estadísticamente significativa con el ritmo de crecimiento ni con la
adherencia a planos profundos; sin embargo silo hace con el tamaño y con la ulceración de
la piel, siendo los valores de P < 0,01 respectivamente (Tabla 5).
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TAMANO TOTAL ULCERACION
NO SI
Tí 24 23 1
T2 19 15 4
T3 17 9 8
T4 2 1 1
AFECTACION
GANGLIONAR
TOTAL NO SI
NO 52 44 8
Nl 10 4 6
Tabla 5. Relación entre la ulceración de la piel
y la afectación ganglionar.
y el tamaño tumoral
Los tumores 12, T3 y T4 conjuntamente, al ser comparados con los Tí, se relacionan de
forma significativa con la afectación ganglionar, siendo el valor de P c 0,05.
Dc 32 casos en los que los ganglios axilares y/o inguinales superficiales estaban infartados
y que fueron examinados histológicamente, se confirmé en 10 la presencia de metástasis
ganglionar. La consistencia ganglionar a la palpación estaba aumentada en estos 8 casos, sin
embargo no hemos podido establecer la significación estadística de este resultado.
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Capítulo II
4. Resultados histológicos
A continuación se describen los datos histológicos y su comparación con las variables
clínicas. Para ello, se han excluido los datos de 5 perras en las que el diagnóstico se realizó
mediante citología. La tabla 6 muestra la distribución de los tipos histológicos en los grupos
1 y II.
4.1. Gruoo 1: Displasias y tumores benignos
Veintiséis nódulos fueron displasias: 2 epiteliosis, 1 ectasia ductal, 3 papilomatosis y 20
hiperpíasias lobulares. Ochenta tumores fueron neoplasias benignas: 47 adenomas complejos,
5 fibroadenomas, 24 tumores mixtos benignos, 2 tumores mixtos benignos de malignidad
“borderline’~ y 2 angiomas.
Las diferencias encontradas en las características clínicas como el ritmo de crecimiento,
la adherencia a planos profundos, la ulceración de la piel y el tamaño del tumor de los
diferentes tipos histológicos benignos no han sido significativas.
4.2. Grupo II: Tumores malignos
4.2.1. Tipo histológico
Hemos encontrado 30 carcinomas de tipo simple y 17 de tipo complejo. Nueve tumores
han sido tumores mixtos. No hemos observado diferencias significativas entre los carcinomas
de tipo simple, los complejos y los tumores mixtos con respecto al ritmo de crecimiento, la
adherencia a pinos profundos, la ulceración de la piel, el tamaño del tumor, ni la afectación
ganglionar.
En 18 tumores benignos y en 13 malignos hemos observado heterogeneidad histológica,
incluyendo los 11 tumores en los que se observaron áreas de malignidad y benignas
conjuntamente.
83
Capítulo U
4.2.2. Grado de malignidad
El grado histológico de malignidad fue determinado en 60 tumores. Doce tumores
presentaban grado 1, 27 grado II y 21 grado 111. El grado histológico de malignidad no se ha
relacionado de manera estadísticaniente significativa con el tamaño tumoral, el ritmo de
crecimiento, la adherencia a planos profundos, ni la ulceración de la piel. El valor de P en
de todas las conparaciones fue > 0,05. Asimismo no se observaron diferencias significativas
en los grados histológicos de malignidad entre los tipos histológicos simples, complejos y
mixtos.
El grado nuclear de malignidad fue determinado en 60 tumores. Seis tumores presentaban
grado 1, 30 grado II y 24 grado III. No se observan diferencias significativas en esta
característica histológica en relación al tamaño tumoral, el ritmo de crecimiento, la
adherencia a planos profundos, ni la ulceración de la piel. Tampoco se observan diferencias
entre los tumores simples, complejos y mixtos.
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DISPLASIAS
TUMORES
BENIGNOS
TOTAL
TUMORES
MALIGNOS
TOTAL
¡] Tipo histológico
Epiteliosis
Ectasia ductal
Papilomatosis
Hiperpiasia lobular
Adenoma complejo
Fibroadenoma
Tumor mixto benigno
Tumor mixto benigno
“borderline’
Angioma
Carcinoma “in sitia”
Adenocarcinoma tubular
Adenocarcinoma papilar
Carcinoma sólido
Carcinoma de células fusifonnes
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma
Sarcoma
Mixto maligno
Tabla 6. Tipos histológicos de displasias y tumores benignos y malignos. No se han incluido
5 tumores diagnosticados mediante examen citológico.
N<’ de tumores
2
1
3
20
47
5
24
2
2
106
GRUPO
1
=
GRUPO
II
=
6
t9
9
4
3
4
2
4
9
60
85
Capítulo U
DLSCTJSION
En este capítulo presentamos los datos clínicos e histopatológicos de 102 perras que
presentaban nódulos mamarios. Se han incluido en el estudio displasias mamarias, que se han
encuadrado en el grupo 1 de displasias y tumores benignos, por lo que en ocasiones
mencionamos nódulos mamarios cuando hacemos referencia también a displasias.
La incidencia de los TMC aumenta con la edad (Brodey & Goldschmidt, 1983; Theilen
& Madewell, VCM). Asimismo con la edad, aumenta el riesgo de desarrollo de neoplasias
malignas con respecto a las benignas (Misdorp, 1988). En nuestro estudio, el comportamiento
clínico así como las características histológicas de los tumores mamarios en las perras de
mayor edad, son significativamente de mayor adversidad que en las perras más jóvenes. Este
resultado está en contra de lo observado por otros autores (Else & Hannant, 1979; Priester,
1979). Sin embargo, en otras investigaciones realizadas con perras beagles se señala que los
tumores benignos aparecen a una edad más temprana que los tumores malignos (Tailor, 1976;
Moulton, 1986). Además nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Helímén y col.
(1993) que indican que la edad se relaciona con un pronóstico adverso en los TMC. Una
posible explicación a este fenómeno podría ser que a mayor edad existe mayor exposición
a los factores carcinogenéticos pues tiene lugar a lo largo de los años, ya que en la perra la
actividad ovárica continúa durante toda la vida (Schneider y col., 1969). Además, las
alteraciones del ADN pueden llegar a acumularse (Kitchell, 1993). Por otro lado, la
capacidad de reparación del ADN (Oppenheimer, 1985) y la respuesta del sistema inmune
disminuyen con la edad (Kitchell, 1993).
Según algunos estudios, existe predisposición racial al desarrollo de TMC. Sin embargo,
los diversos autores no se ponen de acuerdo en señalar cuales son las razas más susceptibles.
Así, se indica frecuentemente que las razas de caza son más susceptibles que otras (MacEwen
& Withrow, 1989). En nuestro trabajo no hemos realizado un estudio de este tipo con
respecto a la raza, ya que creemos que la población incluida no es representativa de la
población canina española.
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Según Misdorp (1988) la ovariectomía reduce el riesgo de aparición de TMC si se realiza
antes de los 2,5 años de edad, pero si se realiza posteriormente, reduce el riesgo de tumores
benignos, no el de malignos. En las perras de nuestro estudio, y teniendo en cuenta que la
ovariectomía fue realizada posteriormente a los 2,5 años, comprobamos que ésta retrasa la
edad de presentación clínica de los TMC, pero no se relaciona con la presentación de
tumores malignos o benignos. En nuestra opinión, la reducción de los niveles hormonales tras
la ovariectomía realizada después de los 2,5 años puede disminuir la proliferación de células
transformadas o en estadios intermedios de transformación. Además, el hecho de que la
ovariectomía tras los 2,5 años no previene el desarrollo de tumores mamarios malignos indica
que el momento decisivo en la carcinogénesis es antes de los 2’5 años de edad,
independientemente de que la transformación maligna se haya completado o no.
Por otro lado y con respecto al papel de las hormonas ováricas en los TMC, puesto que
en la gran mayoría de las metástasis no se detectan receptores de hormonas ováricas
(Rutteman, et al. 1988), es probable que el tratamiento anti-hormonal no impida el desarrollo
de metástasis en la mayoría de las perras operadas de tumores mamarios malignos.
La presentación clínica de los TMC es muy variable, ya que pueden ser ]esiones simples
o múltiples. En nuestro estudio, un 58% de los casos presentaba más de una glándula
mamaria afectada y en un 66% de estos animales, eran tumores diferentes, mientras que en
un 33% se trataba de un único tumor que invadía varias glándulas. La multiplicidad de los
TMC señalada tradicionalmente por otros autores (MacEwen & Witrhow, 1989),
normalmente representa lesiones diferentes de naturaleza benigna, majigna o ambas, por lo
que en estos casos, todas las lesiones deben ser remitidas y analizadas histológicamente.
Las características clínicas tumorales que indican malignidad tales como el crecimiento
rápido, el presentar gran tamaño y la adherencia a planos profundos aparecían conjuntamente
en los tumores de nuestro estudio, de forma estadísticamente significativa. De todos estos
factores, la adherencia a planos profundos influye en el tratamiento, puesto que es resultado
de un crecimiento infiltrativo y puede por tanto, dificultar una excisión radical del tumor. Sin
embargo, todos los factores mencionados, también aparecen en algunos tumores benignos,
lo que nos muestra la dificultad que supone el predecir el comportamiento tumoral mediante
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las características clínicas exqlusivamente. Es necesario realizar un estudio histopatológico
pues aunque mediante citología no se observen características de malignidad tumoral, esto
no excluye la presencia de un tumor maligno en muchos TMC (Alíen y col., 1986). Por
tanto, el clínico debe tratar todos los TMC como potencialmente malignos; o bien obtener
datos convincentes de su naturaleza histológica. El tratamiento quirúrgico no debe retrasarse
en ningún caso y el grado de escisión quirúrgica, tan controvertido (Alíen y Mabaffey, 1989)
debe ser extenso dejando siempre un amplio margen.
En nuestro estudio no hemos incluido ningún tumor anaplásico, ni tampoco la entidad
clínica denominada “mastitis carcinomatosa”, que presenta unas características clínicas
diferentes a las de los tumores incluidos en el presente trabajo.
La hipertrofla ganglionar observada mediante palpación, es un dato clínico de interés que
puede ser el resultado de un estroma inflamatorio tumoral o bien consecuencia de la
metastatización del tumor vía linfática. En el último caso, no sólo se manifiesta el aumento
de tamaño ya que en nuestro estudio, el aumento de la consistencia ganglionar es un dato
constante en la mayoría de los casos con afectación tumoral metastásica confirmada
histológicamente.
En los tumores malignos, la ulceración de la piel se ha relacionado con todas aquellas
características asociadas a un mal pronóstico como crecimiento rápido, gran tamaño,
adherencia a planos profundos y afectación ganglionar. En nuestro estudio, la ulceración,
también asociada a un mal pronóstico (Theilen y Madewell, 1987), ha sido la característica
clínica con mayor significación maligna.
Ninguna de las características clínicas e histológicas estudiadas ha sido significativamente
diferente en los distintas tipos histológicos encontrados.
Para finalizar este capítulo nos gustaría destacar la ulceración de la piel, el tamaño
tumoral y la adherencia a planos profundos como indicadores clínicos de malignidad
estadísticamente significativos, siendo además datos clínicos fácilmente detectables en la
exploración del animal.
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Análisis del contenido de ADN de los tumores
mamarios caninos mediante citometría de flujo
Capítulo IB
INTRODUCCION
Las alteraciones cromosómicas que tienen lugar durante la carcinogénesis, con
frecuencia modifican el contenido del AUN de las células tuniorales. Estos cambios
pueden detectarse mediante citometría de flujo (FCM) (Barlogie y col., 1983), ya
que con esta tecnica podemos conocer el contenido de AUN nuclear de las células
que se encuentran el fase ~ del ciclo celular mediante el denominado Indice de
ADN (lA). Por otro lado, es posible establecer la proporción de células en fase S
del ciclo celular mediante la denominada Fracción de Fase S (SPF) (Merkel y
MacGuire, 1990; Vielh y col., 1991).
En este estudio hemos determinado la ploidía del ADN y la fracción de células
en fase 3 mediante citometría de flujo en displasias, tumores mamarios benignos y
malignos en la especie canina.
MATERIAL Y METODOS
1. Animales y examen clínico
Hemos empleado 54 perras con edades comprendidas entre 5 y 13 años, con una
media de edad de 10 años, que acudieron a las Consultas de la Facultad de
Veterinaria de Madrid. En el momento del examen clínico seis perras estaban
ovariectomizadas. Respecto a la raza, un 44% eran perras mestizas, mientras que
un 56% eran razas puras. La mayor frecuencia de presentación en las razas puras
correspondió al pastor alemán (17% del total).
En todos los animales objeto de nuestro estudio realizamos una anamnesis y
exploración clínica descritas en el capitulo anterior. El estadio clínico del paciente
se estableció utilizando el clásico sistema TNM (Owen, 1980) considerando la
afectación ganglionar cuando fue confirmada histológicamente. Este sistema clasifica
los animales enfermos en estadio 1 (local); estadio II (local avanzado); estadio III
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(regional); estadio IV (de enfermedad diseminada).
Posteriormente al tratamiento quirúrgico, llevamos acabo un seguimiento clínico
de los animales que consistió en el examen clínico completo, exploración de las
glándulas mamarias y ganglios de drenaje y radiografías torácicas, cada 3 meses.
Los animales fueron reseñados mediante el sistema descrito en el apartado
antenor.
2. Tratamiento quirúrgico y toma de muestras
Tratamiento quirúr2ico
Basándonos en el estadio clínico del tumor, el estado general del animal y la
opinión del propietario, se llevó a cabo la resección quirúrgica de las neoplasias en
SI animales, todos ellos libres de metástasis distales desde el punto de vista clínico
y radiológico. Las muestras se obtuvieron rápidamente tras la cirugía y fueron
procesadas para citometría de flujo e histopatología según se refiere en los próximos
párrafos.
Los tumores, fueron reseñados mediante el sistema descrito en el apartado
antenor.
Obtención de material metastático
Tres animales presentaban un estadio clínico IV (evidencia de metástasis
pulmonares), en los que el tumor primario había sido intervenido anteriormente. En
2 dc ellos se practicó una cirugía paliativa por lo que solamente analizarnos lesiones
locales (1 benigna y 1 ¡naligna respectivamente), en el otro caso el tumor se obtuvo
después de la necropsia.
En el seguimiento clínico, uno de los animales con un estadio clínico loca]
presentó metástasis pulmonares que fueron posteriormente obtenidas durante la
necropsia para su análisis. En otro caso, con estadio local (recidiva local) en el
momento de la presentación en nuestras consultas, las muestras obtenidas para
citometría de flujo fueron el tumor primario en parafina, operado anteriormente, así
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como muestras pulmonares y hepáticas de las metástasis detectadas durante el
seguimiento clínico.
Durante la intervención quirúrgica y/o necropsia, en su caso, el tejido tumoral,
y en algunos casos tejido mamario sano extirpado, se recogió en hielo picado hasta
su posterior seccionado.
Posteriormente, y en un tiempo no superior a media hora, realizamos la partición
de los tumores. Las muestras se obtuvieron de zonas del tumor que no presentaban
necrosis ni hemorragias y fueron seccionadas en partes de 0,5 cm de diámetro
aproximadamente. Una vez cortadas, las muestras se sometieron a congelación
rápida en nitrógeno líquido y fueron conservadas a -70<’ C. De cada tumor se
conservaron por término medio 4 piezas.
De la zona adyacente a la toma de muestras anteriormente citada, así como de
otras zonas del tumor, se tomaron muestras para el estudio histológico, que se
conservaron en una solución de formol tamponado al 10%.
3. Estudio histológico
Las muestras fijadas en formol taniponado se procesaron según técnicas
rutinarias del laboratorio de Anatomía Patológica y se incluyeron en parafina.
El diagnóstico histológico se realizó en cortes de 3-4 ~m teñidas con
hemaxoxi]ina-eosina, de acuerdo con la Clasificación de Tumores en Animales
Domésticos de la Organización Mundial de la Salud (Hampe y Misdorp, 1974).
Los tumores se clasificaron de acuerdo al tipo histológico predominante en la
preparación y, con el fin de relacionar los resultados de la citometría de flujo,
fueron denominados heterogéneos u homogéneos dependiendo de la presencia o no
de áreas histológicamente diferentes. Asimismo, se determinó la proporción relativa
de componentes epitelial, mioepitelial y conjuntivo mediante el cálculo aproximado
del porcentaje de tejido ocupado en cada preparación por estos componentes
respectivamente.
En todos los tumores malignos analizados se determinó el grado histológico de
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malignidad y el grado de malignidad nuclear según la descripción de Misdorp y Han
(1976), estableciéndose tres grados de malignidad histológica y nuclear.
En los casos de afectación mamaria múltiple, hemos considerado como tumores
diferentes a aquellos que estaban separados macroscópicamente, aunque fueran del
mismo tipo histológico.
Treinta y cuatro perras presentaban displasias y/o tumores benignos; 28 perras
presentaban al menos un tumor maligno y 8 de estas 28 perras presentaban a su vez
displasias y/o tumores benignos.
4. Citometría de flujo
4.1. Procesado de las muestras
Ochenta y cinco muestras de tumores benignos y malignos primarios así como
cinco de metástasis regionales y dos distales fueron descongeladas a 20<’C y se
trituraron con la ayuda de una cuchilla. Posteriormente, se prepararon suspensiones
nucleares en una solución de citrato tamponado, como se describe a continuación:
En 800 ml de agua destilada se disolvieron 85,5 g de sacarosa (250 mM) y 11,76
g de citrato trisédico (4OmM) (Merk), posteriormente se añadieron SO ml de
dimetilsulfóxido (Merk) y se añadió agua destilada hasta un volumen total de 1.000
ml ajustándose el pH a 7,6.
Las suspensiones se dispersaron mediante digestión con tripsina, según el método
descrito por Vindelov y col. (1983), tratando las muestras con tripsina (T0134,
Sigma>, inhibidor de tripsina (T9253, Sigma) y ribonucleasa A (R4875, Sigma).
Después de la digestión, fueron teñidas con loduro de Propidio (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO).
Con el material tumoral conservado en parafina, se realizaron secciones de la
muestra de 50 ~m y a partir del tejido desparafinado preparamos la suspensión
mediante un tratamiento con pepsina al 0,5% (Sigma No. P7000; Sigma) en solución
salina durante 30 minutos y posterior rehidratación en una serie de soluciones de
alcohol etílico siguiendo el procedimiento descrito por Hedley y col. (1983).
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4.2. Análisis mediante citometría de flujo
El contenido de ADN de las muestras tumorales fue analizado en un citómetro
de flujo FACScan (Bencton & Dickinson, Mountain View, CA, USA), en el
Department of Pathology of the University Medical Centre, Leiden. Para las
mediciones se emplearon los filtros estandarizados para la emisión y medición de la
florescencia del ioduro de propidio. Como líquido de lavado empleamos agua filtrada
y desmineralizada.
4.2.1. Estandares
Las suspensiones fueron analizadas con y sin la adición de estandares. Las
suspensiones estándar empleadas fueron las siguientes:
Como estándar externo se emplearon eritrocitos de pollo en todas las muestras
analizadas, que sirvieron de referencia para definir la población diploide de la
muestra tumoral, en base a la relación que debe existir entre el pico G01 de los
eritrocitos de poiío, con un contenido de ADN conocido, y el pico ~ de la
población celular considerada como diploide con un Indice de ADN (lA) entre 2.10
y 2.35.
Como estándar ¡memo se emplearon células de riñón de perro preparadas a
partir de muestras de riñones caninos histológicamente normales, mantenidas en
congelación, y cuyas suspensiones se obtuvieron mediante el método de Vindelov
(1983). El empleo del estándar interno no fue necesario en todas las muestras,
solamente en aquellas en las que aparecían dos picos G<’,~ en el histograma cuyos
Indices de ADN se encontraban en el rango establecido como normal para células
diploides de perro (lA: 2.10-2.35). Si después de la adición del estandar interno uno
de los picos incrementa su altura, indica que corresponde a células diploides
mientras que el otro es considerado como aneuploide.
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4.2.2. Mediciones
Cada suspensión se analizó una media de 2,5 veces (entre una y cuatro veces)
y cada análisis incluyó un promedio de 10.000 células.
2 Ante la presencia de resultados diferentes entre dos determinaciones (n =9),
realizamos una nueva suspensión a partir de la muestra congelada y repetimos los
análisis un promedio de 2 veces, para poder establecer la posible heterogenicidad de
las muestras tumorales.
4.2.3. Definición de oloidía del AUN
La representación de las suspensiones nucleares mediante citometría de flujo se
obtiene en forma de histogramas uni-dimensionales. En un histograma, el número
de células teñidas está situado en el eje vertical. La intensidad de fluorescencia es
recogida en los diferentes canales del citómetro, que en el histograma estan
representados en el eje horizontal.
La ploidía del AUN de las células tumorales se determina mediante el Indice de
ADN, que se define como la relación o el cociente entre el número del canal donde
se registra la fluorescencia de la muestra (pico G<’1) y el número del canal
correspondiente a las células diploides (pico G<’1 de los eritrocitos de pollo o
estandard externo).
En los análisis realizados con material desparafinado, la presencia de dos picos
G01 en el histograma se considera por definición (Rutteman y col, 1988) como
hipcrploidía, considerando el pico situado en la izquierda del histograma como el
correspondiente a la población celular diploide.
Los tumores en cuyos histogramas aparece un solo pico G01 y cuyos Indices de
ADN resultaron, por tanto, iguales a 1.00 se consideran diploides. Los tumores en
los que aparecen poblaciones celulares cuyos LA son distintos de 1.00 se consideran
aneuploides.
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A su vez, las poblaciones aneuploides y por tanto los tumores aneuploides, se
han clasificado en función de su JA en:
a~ Población hiDoDiolde, cuando presenta un lA inferior a 0.96. Si la población
era significativa con respecto al número total de células analizadas, el tumor fue
considerado como hipoploide.
b~ Población hinerpiolde, cuando presenta un lA superior a 1.04. Si era
significativa, el tumor fue considerado como hiperploide.
c’ Población tetraDiolde, cuando presenta un JA en el rango de 1.90- 2.10,
clasificándose el tumor como tetraploide si la población era significativa.
Cuando en un histograma se identificaron más de una población celular
significativa aneuploide el tumor fue considerado como muIilpirn~.
4.2.4. Determinación de la fracción de células en fase S ISPR
Hemos determinado la fracción de células en fase S en 72 tumores benignos y
malignos.
Para ello empleamos el programa MODFIT, que estima la SPF en el histograma
como la raíz cuadrada del área del rectángulo entre el pico <%~ y el pico Ci-,
(Bagwell, 1989). En los tumores diploides cabe esperar que la presencia de células
normales interfiera en el cálculo de la SPF. En los tumores aneuploides de la especie
canina, los picos aneuploides suelen localizarse cercanos al pico diploide, por lo que
también en ocasiones pueden contener células normales. Con el fin de poder
comparar conjuntamente tumores diploides y aneuploides de una forma lo más
homogénea posible, en los tumores aneuploides, hemos calculado la SPF tota], es
decir la correspondiente a la población aneuploide y a la diploide, excepto en das
tumores en los que empleamos la SPF correspondiente a la población celular
predominante (>80%) ya que la población celular restante era muy pequeña y el
valor de SPF era difícil de estimar.
La fracción de fase S fue determinada manualmente en 5 casas, debido a la
presencia de escotaduras a nivel de la transición de G<’1 y la fase S, detritos o
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dobletes de los estandares que alteraba el cálculo del programa.
Para la comparación de los resultados de la fase S y las variables clínicas e
histológicas los tumores fueron clasificados en dos grupos, diploides versus
aneuploides. Esta clasificación se realizó debido a que en los tumores aneuploides,
el cálculo de SPF lógicamente es más difícil que en los diploides y menos preciso.
4.3. AnálisIs estadístico
Para conocer si las diferencias encontradas entre los grupos eran estadísticamente
significativas se emplearon las pruebas del Chi2 y de Fisher. Las diferencias entre
las medianas de las variables cuantitativas fueron estudiadas estadísticamente
mediante la prueba de Wilcoxon. Consideramos que las diferencias eran
significativas cuando los valores obtenidos de P eran menores o iguales a 0,05.
RESULTADOS
1. Distribución de la ploidía del ADN en los tumores mamarios
caninos
1.1. Generalidades
Dc las 85 muestras tumorales analizadas hemos obtenido resultados óptimos en
83, ya que en dos tumores benignos los histograinas fueron desechados. Por otro
lado, un tumor mixto benigno y una metástasis ganglionar de un carcinoma de
células fusiformes fueron eliminados del estudio debido a que la proporción de
células tumorales presentes en el corte histológico era reducida (<10%)
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Por tanto, en un total de 82 tumores obtenidos de 53 casos los resultados fueron
incluidos en el estudio. Estos tumores fueron clasificados en dos grupos:
A) Disulasias y tumores benignas. En este grupa se incluyeron 49 disptasias y
tumores benignos, así como tumores de malignidad celular “borderline” obtenidos
de 33 perras.
B) Tumores malienos. Formado por 33 tumores primarias obtenidos de 28 casos,
incluyendo el tumor primario cuya muestra fue conservada en parafina (caso C019).
En este caso, asf como en el C021 (figuras 2 y 3) se analizaron las metástasis
distales hepáticas y pulmonares. En el C019, el lA fue 1.49 en el tumor primario
y 1.42 en hígado y pulmón respectivamente. En el C021, el lA en el tumor primario
fue 1.0, mientras que en las metástasis pulmonares aparecidas durante el seguimiento
fue 1.5.
Como indicativo de la validez del análisis citamétrica hemos obtenido unos
coeficientes de variación de los picos G0,1 de las células diploides en 200 análisis de
2,5 ±0,08 (valor de la media ±error estandard) y de 3,4 ±0,18 en las células
aneuploides obtenido en 53 análisis.
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Fig. 1. Hisrograma de un rumor mixto
benigno e hiperpiasia tobular.
Diploide. Caso fló: ~ ~
Contenido de ADN
Fig. 2. Hisrograma de un carcinoma de
células fusiformes.
Diploide. Caso n0: C021 LS
Fig. 3. Histograma de la metástasis
pulmonar del nimor anterior.
Aneuploide: hiperploide (lA: 15¾
-
Ák Ib.
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1.2. Distribución de la ploidía del ADN
A) Displasias y tumores benignos
En cuarenta y nueve lesiones analizadas 7 presentaron poblaciones celulares
aneuploides, lo que supone una frecuencia de aneuplaidía del 14,3 %. En la tabla
1 se muestra la distribución de los Indices de AUN (lA) en las 7 lesiones benignas
aneuploides.
N0 de Caso/Lesión TIPO HISTOLOGICO lA
CaS R4 Hiperpiasia lobular 1.08
COl 1 LS Adenoma complejo 0.94
COiS LA Mixto benigno 1.08
C031 L3 Adenoma complejo 1.21
COSO R2 Adenoma complejo 1.65
C060 R3 Mixto benigno 1 .26
C061 R4 Hiperpiasia lobular 1.12
Tabla 1. Grado de aneuploidía en los tumores benignos aneuploides.
B) Tumores malignos
Del total de 33 tumores malignos primarios, 16 han sido aneuploides, siendo la
frecuencia de aneuploidía del 48,5%
La incidencia de aneuploidía ha sido significativamente superior en los tumores
malignos con respecto a los benignos (P C 0,001).
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Tres neoplasias malignas se consideraron multiploides debido a la presencia de
dos o más picos aneuploides en el histograma. En uno de estos 3 tumores (C059)
(figura 9) el pico hiperploide presentaba el doble contenido de ADN que el pico
hipoploide (0.74 y 1.44).
Cinco tumores malignos presentan picos hipoploides, con los siguientes Indices
de AUN: COL RS (figura 4), lA: 0.83; C03 LS, LX: 0.79; C034 R3, lA: 0.93;
C059 L2 (figura 9), lA: 0.74 y C066 L2-4 (figura 5), lA: 0.8.
Seis tumores aneuploides presentan Indices de AUN próximos a la diploidía,
entre 1.09 y 1.2: C02 R2-3, LA: 1.14; C04 LS, LA: 1.10; C08 R2, LA: 1.05, 1.14;
C09 R3, lA: 1.10; C024 LS (figura 7), lA: 1.26 y C057 L3, LA: 1.12.
Cuatro tumores tuvieron picos hiperploides: C019 R4, LA: 1.49; C028 LA
(figura 8), lA: 1.40, 1.85; COSO RS (figura 6), LX: 1.57; C059 L2, LA: 1.44.
Dos tumores fueron tetraploides al presentar picos aneuploides con LA próximos
a 2, C052 RS, IA:1.99 y COLS R5, lA: 2.23.
En la figura 10 se representa la distribución de los Indices de ADN en 33
tumores malignos analizados.
C) Ploidía del ALDN en neoplasias múltiples
En 20 casos se presentaron tumores múltiples, considerados como lesiones
primarias diferentes en base a las características clínicas e histopatológicas.
Hemos observado que en nueve de estos casos, los ¡A de los distintos tumores
diferían entre sí. Tres de estos nueve casos presentaban sólo tumores benignos, otros
tres animales tenían benignos y malignos conjuntamente y tres perras tenían
malignos solamente. En otros dos casos, los lA de una lesión proliferativa benigna
y de un tumor maligno concurrente fueron muy parecidos (1.65 y 1.57 y 1.08 y 1.05
+ 1.14, respectivamente).
Los nueve casos restantes con tumores múltiples, fueron diploides, cinco
animales tuvieron tumores benignos, tres casos presentaban benignos y malignos y
un caso malignos exclusivamente.
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Fig 4. Histograma de un adenocarcinoma tubular simple.
Aneuploide: hipoploide (lA: 0.83). Caso n0: CO! RS
Fig 5. Histograma de un adenocarcinoma tubular simple.
Aneuploide: hipoploide (lA: 0.8). Caso n0: CC)66 U.
4C
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Fig 6. Hisrograma de un adenocarcinoma tubular simple.
Aneuploide: hiperplo¡de (lA: 1.57). Caso n0: COSO RS.
.ac
Fig 7. Histograma de un carcinoma sólido simple.
Aneuploide: hiperpiolde (LX: 1.26). Caso n0: C024 LS.
G~,T
k~L Ir,,,
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Fig 8. Histograma de un adenocarcinoma tubular complejo.
Aneuploide: multiploide (lA1: 1.40; lA,: 1.85). Caso n0: CO2S LA.
Fig 9. Histograma de un carcinoma sólido simple.
Aneuploide: tetraploide (1A~: 0 74, 1K 1 44) Caso n0: C059 L2.
4:
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DE LINEAS CELULARES
20
u
1.0 1.2
INDICE DE ADN
m m. m
1.4 1.6
m —- —
1.8 2,0 2.2
Figura 10. Distribución de los LA en 33 tumores malignos analizados
1.3. Relación de la ploidía del ADN con el estadiaje clínico
A) Displasias y tumores benignos
No hemos encontrado una relación estadísticarnente significativa entre el
contenido de ADN celular y el tamaño del tumor.
Cinco de los 7 casos que presentaban tumores benignos aneuploides, presentaban
a su vez otros tumores malignos mamarios y no mamarios, un carcinoma ov~uico,
un tumor venéreo transmisible y carcinomas en otras glándulas mamarias.
En la tabla 2 se muestra la distribución de la ploidía del ADN en displasias y
tumores benignos en relación al tamaño tumoral.
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.1 Tamaño
TI
TOTAL
N0 de tumorffi
25
49
Diploides
21
42
Aneuploide
4
7
12 10 8 2
13 14 13 1
T2 7 2 5
T3 12 5 7
TI
TOTAL
1
1
14
33
lo
17
4
16
Tabla 2. Distribución de la ploidía del AUN en relación al tamaño tumoral en 49
displasias y tumores benignos y en 33 tumores malignos primarios
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B) Tumores malignos
B.1. Ploidía en relación con el estadio clínico
De un total de 28 casos en los que se analizaron tumores malignos, la
distribución de la ploidía en relación al estadio clínico en el momento del diagnóstico
ha sido la siguiente:
1. Estadio local: 22 casos presentaban un estadio clínico local. De los 27 tumores
analizados de estos casos, 13 fueron aneuploides y 14 diploides.
2. Estadio local avanzado: Ningún caso presentaba un estadio local avanzado.
3. Estadio regional: Cinco casos tuvieron un estadio clínico regioñal. Se
analizaron 5 tumores y 3 de ellos resultaron aneuploides.
4. Estadio de enfermedad diseminada: En los casos que presentaban enfermedad
diseminada en la primera consulta, no se obtuvo material metastásico. Solamente en
un caso en el que mediante cirugía paliativa del tumor mamario existente en el
momento de presentación en la consulta, se analizó dicha neoplasia maligna que fue
aneuploide con un Indice de AUN de 1.26.
B.2. Ploidía en relación al tamaho tumoral
De los 33 tumores malignos primarios analizados 14 presentaban un tamaño TI,
de ellos 10 resultaron diploides y 4 aneuploides. Siete tumores fueron T2 y de ellos
2 eran diploides y 5 aneuploides. El número total de tumores 13 fue 12, 5 diploides
y 7 aneuploides. En la tabla 2 se muestra la distribución de la ploidía del ADN en
los tumores malignos en relación al tamaño tumoral.
No hemos encontrado una relación estadísticamente significativa entre el Indice
de AUN y el tamaño tumoral. Mediante la pruebas de Chi2 y de Fisher se obtuvo
una P > 0,05.
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1.4. Relación de la ploidía del ADN con las características histológicas
A) Displasias y tumores benignos
Hemos observado poblaciones celulares aneuploides en 7 displasias y tumores
benignos.
Ocho tumores de este grupo fueron heterogéneos histológicamente, mientras que
sus contenidos de ADN fueron homogéneos al no presentar poblaciones celulares con
diferente ploidía del AUN.
Dos tumores presentaron diferentes patrones de ploidía en las diversas
mediciones realizadas con cada muestra y fueron considerados heterogéneos en su
contenido de ADN. Sin embargo, estos 2 tumores eran histológicamente
homogéneos. Por otro lado, otro tumor presentaba una población celular diploide y
una aneuploide, mientras que histológicamente era homogéneo.
La tabla 3 muestra la distribución de la ploidía del AUN en las displasias,
tumores benignos y tumores “borderline”.
Señalamos finalmente que en el grupo de displasias y tumores benignos no se
observaron diferencias significativas en la ploidía del ADN según el tipo histológico.
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= _
Displasias
Papiloniatosis ductal 1 1
Hiperpiasia lobular 5 3
Tumores
mamarios
benignos
Adenoma complejo ¡ 21 18 3
Fibroadenoma 2 2
Tumor mixto benigno 16 14
Angioma 2 2
Tumores
“borderline”
Tumor mixto
benigno =
=
=
=
Total
= =
Y0 de
tumores
49
Diploide
42
Aneuploide
7
Tabla 3. Distribución de la ploidía del AUN
displasias y tumores benignos.
en relación al tipo histológico en 49
B) Tumores malignos
B.1.. Ploidía del ADN en relación al tipo histológico
Dieciséis de 33 tumores malignos primarios analizados presentaban poblaciones
celulares aneuploides.
Seis de 11 adenocarcinomas tubulares estudiados fueran aneuploides. Los dos
carcinomas sólidos incluidos en el estudio fueron aneuploides, uno de el]os tuvo un
pico con un lA de 1.26 y el otro fue considerado multiploide pues presentó dos picos
con Indices de AUN respectivamente de 0.74 y 1.44.
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Los carcinomas de células fusiformes analizados (n= 2) han sido diploides. Uno
de estos tumores (C02 1) metastatizó a nivel pulmonar 3 meses después de la
intervención quirúrgica, presentando las metástasis un Indice de ADN de 1.58.
Histológicamente las metástasis fueron heterogéneas, observándose áreas de
carcinoma de células fusiformes y fibrosarcomatosas.
Siete tumores malignos presentaban heterogeneicidad en el contenido de AUN.
En seis de estos casos, al realizar varias mediciones de diferentes suspensiones, se
identificaron picos aneuploides G01 de pequeño tamaño pero significativos además
de un pico diploide. De estos 6 tumores, 3 fueron heterogéneos histológicamente.
El caso restante, un tumor primario que afectaba a varias glándulas mamarias,
presentó diferente ploidía en las mediciones realizadas en las diversas áreas del
tumor, con Indices de AUN de 1.0 y 2.23 respectivamente.
En la tabla 4 se muestra la distribución de la ploidía en los diferentes tumores
malignos estudiados.
No hemos encontrado diferencias significativas en la ploidía del AUN entre los
diferentes tipos histológicos.
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Tipo histológico N0 de
tumores
Diploides Aneuploides
Carcinoma “in sim” 5 3 2
Adenocarcinoma tubular 11 5 6
Adenocarcinoma papilar 4 2
Carcinoma sÓlido 2 2
Carcinoma de células
fusiformes
2 2
Sarcoma 4 2 2
Tumor mixto maligno 5 3 2
Total 17 161
Tabla 4. Incidencia de aneuploid(a en 33 tumores malignos primarios.
B.2. Ploidía del ADN en relación al grado histológico y grado nuclear de
malIgnidad
En los tumores malignos hemos observado que a medida que el grado histológico
de malignidad y el grado nuclear aumentan, se incrementa la proporción de
aneuploidía del AUN, aúnque esta relación no es estadlsticamente significativa. La
tabla 5 muestra la distribución de la ploidía en los tumores malignos en relación al
grado histológico de malignidad y al grado nuclear.
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Grado histológico
de malignidad
N” de
tumores
Diplo¡de Aneuploide
1 9 6 3
II 12 6 6
111 12 7 5
Grado nuclear N0 de
tumores
Diploide Aneuploide
1 4 3
II 16 10 6
III 13 6 7
Tabla 5. DistribuciÓn de la ploidía del ADN en
malignidad y al grado nuclear.
relación al grado histolÓgico de
1.5. Análisis de la ploidía del ADN en las metistasis
En un caso (C021) el contenido de AUN del tumor primario y de las metástasis
aparecidas durante el seguimiento fue diferente; mientras el tumor primario era
diploide, las metástasis pulmonares presentan un LX de 1.5. Por el contrario, en el
caso C02, la ploidía de las metastasis ganglionares fue similar a la del tumor
primario al ser los lA 1.14 y 1.10 respectivamente. En el C015 la ploidía del tumor
primario era heterogénea, siendo los Indices de ADN de 1.0 y 2.23 y las metástasis
ganglionares tuvieron un lA de 2.28.
Unade las metástasis analizadas (C021) era heterogénea histológicamente aunque
la ploidía del AUN, valorada en diferentes mediciones, fue siempre la misma. En
el resto de metástasis analizadas el contenido de AUN fue homogéneo (C02, COlS,
CO19).
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2. Determinación de la fracción de células en fase S (SPF)
2.1. Generalidades
Hemos calculado la fracción de células en fase S en 72 tumores. Los valores de
esta serie de neoplasias tienen una distribución no normal por lo que los datos
presentados son las medianas y los rangos de valores.
Por término medio, el valor de SPF es mayor en 27 tumores malignos (mediana:
7,3%, rango: 2,1-18,5%) que en 45 tumores benignos (mediana: 4,7%, rango: 1,6-
14,7%), siendo esta diferencia significativa cuando incluimos los valores de los
tumores diploides y aneuploides conjuntamente (P < 0,05). Al comparar solamente
neoplasias diploides la diferencia entre malignos y benignos no fue estadísticamente
significativa.
A) Displasias y tumores benignos
Hemos calculado el valor de SPF en 45 displasias y tumores benignos, ya que
en 4 neoplasias no pudo determinarse debido a que en el histograma aparecían picos
G~ asimétricos o dobletes de los estandares.
De este grupo 41 tumores fueron diploides, siendo el valor medio de SPF 4,7%
con un rango de 1,6% a 14,7%. Cuatro fueron aneuploides, con un valor medio de
SPF total de 5,8% y con un rango de 3,5% a 8,1%. Este valor medio fue mayor que
el correspondiente a los diploides, aunque esta diferencia no fue estadísticamente
significativa.
B) Tumores malignos
La proporción de células en fase S ha sido determinada en 27 tumores malignos.
ya que en 6 neoplasias no pudo calcularse debido a la presencia en el histograma de
picos G0,1 asimétricos, dobletes, o a la presencia de multiploidía, así como una
elevada población <2 solapándose en la zona correspondiente a la fase S.
Quince tumores fueron diploides, con un valar de SPF de 4,1 % y un rango de
2,1% a 11,7%
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Doce tumores fueron aneuploides, siendo el valor de SPF de 8,2% con un rango
de 3,8% a 18,5%.
El valor medio de SPF en los tumores malignos aneuploides fue superior al
correspondiente a los diploides, siendo el número de díploides benignos muy
pequeño para poder establecer la importancia estadística dc dicha diferencia.
2.2. Relación de la SPF con el estadiaje clínico
A) Displasias y tumores benignos
En este grupo de neoplasias hemos observado que a medida que el tamaño
tumoral aumenta, se incrementa el valor de SPF del tumor. Sin embargo; esta
tendencia no resultó significativa estadísticamente.
B) Tumores malignos
B.1. SPF en relación al estadio clínico
Estadio clínico local Al tener en cuenta todos los tumores malignos, aneuploides
y diploides, hemos observado que en un total de 22 tumores malignos obtenidos de
19 casos que presentaban un estadio clínico local, la mediana de SPF es de 4,8%
con un rango de 2,1% a 13,6%
Estadio clínico reuional De cinco casos que presentaban un estadio regional, se
analizaron cinco tumores, cuya mediana de SPF es 9,6% con un rango de 8,2% a
18,5%. La diferencia entre los valores de SPF de los tumores con estadio local y
estadio regional es estadísticarnente significativa (P < 0,05).
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B2. SPF en relación al tamaño tumoral
En 25 tumores malignos primarios el valor de SPF se incrementa al aumentar el
tamaño del tumor, aunque esta relación no alcanza el nivel de significación
estadística.
En la tabla 6 se muestra la distribución de los valores de SPF en relación al
tamaño tumoral en los tumores benignos y malignos.
Tamaño
tumores
SPF
(0k)
Rango
Displasiasy
tumores
benignos
TI 23 4,6 1,6-S.l
T2 10 3,5 2,6-12,1 ¡
T3
t~
12 5,7 1.8-14,7
Tumores
malignos
11 4,8 2,1-11,7
T
T2 ¡ 6 4,1 3,1-18,5
T3 10 9 3,3-13,6
Tabla 6. DistribuciÓn de los valores de la fases en relación al tamaño turnoral en 45
displasias y tumores benignos y en 27 malignos.
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2.3. Relación de la 5FF can las características histológicas
A) Displasias y tumores benignos
El adenoma complejo y la hiperpiasia lobular son los tipos histológicos que con
mayor frecuencia presentaron valores bajos de fracción de fase S, mientras que las
dos papilomatosis analizadas tuvieron valares elevados de fase 5. Sin embargo, la
relación entre el tipo histológico y el valor de SPF no es estadísticamente
significativa.
En los casos en los que la fracción de fase 5 fue calculada en diferentes zonas
del mismo tumor, los valores de dichas mediciones fueron similares. Así, en un
tumor mixto benigno los valores de SPF fueron 1,5%, 1,5% y 3,6% y en un
adenoma complejo de 8,2% y 6,1 %, respectivamente.
B) Tumores malignos
Aunque se obtuvieron valores elevados de SPF en determinados tipos
histológicos, por ejemplo en los carcinomas sólidos, la relación entre el valor de
SPF y determinados tipos tumorales no ha sido significativa.
Asimismo, el grado de malignidad nuclear no se correlacioné de manera
estadísucamente significativa con el valor de SPF; sin embargo, el grado histológico
de malignidad se correlacioné significativamente con dicho valar (P < 0,05). La
tabla 7 muestra la distribución de SPF en relación al grado histológico de
malignidad y al grado de malignidad nuclear.
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Grado histológico rumorfl SPF (%) Rango
de malignidad iii
7 3,8 2.7-8,2
II 10 7,8 2,1-18,5
III lO 8,2 2,5-13,6
Grado nuclear N0 de SPF (%) Rango
tumores
1 4 4,4 3,0-5,8
II 11 8,2 2,1-18,5
III 12 7,8 2,5-13,6
Tabla 7. Distribución de los valores de
malignidad y al grado nuclear
SPF total en relación al grado
en 27 twnoTes malignos.
En tres tumores malignos metastáticos hemos calculado la fracción de fase 5 en
el tumor primario y en la metástasis. En el caso C02, el valor de SPF ha sido
similar en el tumar primaria y en la metástasis ganglionar; en el caso C02 1, en el
tumor primario fue 8,2% mientras que en la metástasis pulmonar 17,2%. En el otro
caso (COIS), el valor de SPF en la metástasis ganglionar y en el tumor mamario
adyacente fue 9% mientras que en las masas tumorales que afectaban a las otras
glándulas distales al ganglio, el valor fue diferente (7,4% y 2,8%).
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DISCTJSION
Como mencionamos anteriormente, durante los procesos de transformación y
progresión tumorales se producen con frecuenciacambios cuantitativos en el genoma
celular. Una pérdida o ganancia de ADN del 596 puede ser detectada mediante
citometría de flujo empleando material congelado, mientras que si el material
empleado está incluido en parafina la sensibilidad de esta técnica es menor (Merkel
y MacGuire, 1990; Rutteman y Corneisse, 1991).
Coma primera conclusión de este estudio, señalamos que hemos encontrado una
mayor incidencia de aneuploidía en tumores malignos queen benignos. La incidencia
de aneuploidía en tumores malignos observada en nuestro estudio es del 48,5%, que
coincide con lo señalado en otros trabajos realizados con tumores mamarios caninos
conservados en congelación: 52% (Heilmén y col., 1988) y 62% (Rutteman y col.,
1988). Por el contrario, nuestros resultados no coinciden con los obtenidos en un
trabajo realizado con tumores conservados en parafina, en el que la incidencia de
aneuploidía en tumores malignos fue de un 31% (18/58) y además los 14 tumores
benignos analizados fueron diploides (Scanziani y col., 1991). La diferencia entre
los resultados de Helimén y col. (1988), Rutteman y col. (1988) y los nuestros frente
a los obtenidos por Scanziani y col. (1991) puede deberse a que la citometría de
flujo con material en parafina ofrece resultados menos fiables que con material
congelado (Rutteman y Corneisse, 1991). Por otro lado, el grado de desviación de
los Indices de ADN observado en los tumores mamarios caninos es relativamente
pequeño en comparación al observado en el cáncer de mania de la mujer (Helímén
y col., 1988; Rutteman y col., 1991), lo que aumenta la posibilidad de error en la
clasificación de los tumores al emplear la técnica can material conservado en
parafina, siendo ésta no demasiado precisa.
En tumores benignos, displasias y tumores “borderline” hemos encontrado una
incidencia de aneuploidía de 14,3%, que coincide con el 17,4% (Ruttenian y col.,
1988) y 27% (HelImén y col., 1988) obtenidos anteriormente con citometría de flujo
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en tumores mamarios caninos. Esta incidencia es mayor al 1 7o observado en el
cáncer de mania en la mujer (Beerman, 1991). Esta diferencia se podría explicar si
tenemos en cuenta que mediante citometría de flujo pueden detectarse determinados
cambios en el AUN, cambios potencialmente malignos, en tumores mamarios de la
especie humana que no poseen todavía características histológicas de malignidad
(Cardiff y col., 1977). En el caso de los TMC, este potencial maligno podría
manifestarse si dichas lesiones permanecen sin ser extirpadas quirtirgicamente
(Gilbertson y Kurtzman., 1983). Sin embargo, no se ha encuadrado ningun tipo
tumoral en concreto como lesión premaligna ni en la especie humana (van den
Vijver, 1993) ni en la canina (Misdorp, 1987), con la excepción de los carcinomas
no invasivos en la especie humana.
Hemos encontrado poblaciones celulares lúpoploides en 5 de 33 tumores
malignos primarios y en ¡ de 49 displasias y tumores benignos. Nuestros resultados
son similares a los obtenidos en otros estudios realizados en tumores mamarios
caninos (Helímén y col., 1988; Rutteman y col., 1988). Por el contrario, la
presencia de hipoploidía en el cáncer de mania en la mujer es muy infrecuente,
siendo el valor promedio observado en 12 estudios del 2% (Frierson, 1991). Esta
diferencia puede indicar que la evolución de la ploidía tumoral de los tumores
maznarías es diferente en la mujer que en la especie canina. En la mujer la pérdida
de material cromosómico no suele dar lugar a hipoploidía detectada mediante
ciumuufr de flujo, aunque sí puede ser detectada mediante análisis citogenético
incluso en tumores aparentemente diploides; asimismo, la mayoría de los tumores
aneuploides cuando son clínicaznente evidentes ya han pasado los procesos de
poliploidización y pérdida de cromosomas (Dutrillaux y col., 1991).
Es posible, y de acuerdo con Rutteman y col. (1988), que el cariotipo canino
constituido por 78 cromosomas, durante los procesos de carcinogénesis y progresión
tumorales pueda sufrir pérdidas de material cromosómico sin que la célula sea
inviable. La menor repercusión de las pérdidas cromosómicas en la especie canina
se podría explicar si se considerase válida la hipótesis de que los genes que codifican
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algunas funciones vitales celulares estan distribuidos de forma más dispersa en el
perro que en el hombre (Rutteman y col., 1988). Asimismo, los oncogenes
supresores, que son inactivados en el proceso de carcinogénesis en dos etapas (Femo
y col., 1992), podrían tolerar en el perro más lesiones cromosémicas sin llegar a ser
inactivados (Rutteman y col., 1988).
Además, la distribución de los Indices de ADN de las poblaciones tumorales en
el cáncer de mama en la mujer es de tipo bimodal, con un agrupamiento de
poblaciones celulares en la región diploide y un segundo agrupamiento en la región
hipotetraploide (Merkel y McGuire, 1988; Beerman y col., 1990; Femé y col.,
1992). Por el contrario, en nuestro estudio y de acuerdo con Rutteman y col. (1988)
y Helímén y col. (1988) la desviación de los Indices de ADN aneuploides de la
región diploide es muy limitada y no se observa el agrupamiento de poblaciones
celulares en la región hipotetraploide.
En nuestro estudio tres tumores malignos presentaban multiploidía y sólo en uno
de estos tumores el valor del segundo pico aneuploide fue el doble del primero, lo
que indica que la segunda línea celular puede haberse generado mediante
poliploidización (Hiddeman y col., 1986).
Por tanto, podemos establecer que la evolución de la ploidía en los tumores
mamarios caninos difiere de la del cáncer de mama en la mujer, donde se ha
demostrado que un mecanismo frecuente en la transformación maligna es la
pol~¡oidización seguida dc la pérdida de cromosomas (Shackney y col, 1989).
Al igual que otros autores (Helimén y col., 1988; Rutteman y col,, 1988) en
tumores mamarios caninos, no hemos encontrado diferencias significativas en la
ploidía del ADN en tumores de diferente tamaño, ni tampoco entre tumores que
habían metastatizado a nivel regional y tumores que presentaban un estadio local. En
la mujer, los resultados obtenidos a este respecto son contradictorios (Frierson,
1991).
Asimismo, no aparecieron diferencias significativas en la ploidía entre tumores
de diferente tipo histológico o diferentes grados de malignidad nuclear, lo que
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coincide con lo descrito ai?teriormente por Rutteman y coL (1988). Por el contrario,
en la mayoría de los estudios realizados en el cáncer de mama en la mujer se señala
que los tumores con un elevado grado de malignidad histológica, medida en base al
grado de polimorfismo nuclear (Frierson, 1993), presentan mayor incidencia de
aneuploidía y alejamiento de la zona diploide (Frierson, 1991). En los tumores
aneuploides caninos el grado de desviación de la zona diploide es mínimo quizá
debido aque el polimorfismo nuclear es mucho menor que en el cáncer de mama en
la mujer.
En 3 de 49 displasias y tumores benignos y en 13 de 33 tumores malignos
primarios hemos encontrado una heterogeneicidad en el contenido de ADN entre
diferentes poblaciones celulares de un mismo tumor. Dentro de estas lesiones
consideradas como heterogéneas hemos incluido los 3 tumores multiploides
mencionados anteriormente. En otros 9 tumores, aparecieron diferencias entre las
ploidías registradas en diferentes bloques de tejido de la misma lesión. Asimismo
fueron considerados heterogéneos en el contenido dc ADN 4 tumores en los que no
había concordancia entre la proporción de células tumorales en el corte histológico
y la proporción de células aneuploides detectadas mediante citometría de flujo, por
lo que la presencia de ambas poblaciones, aneuploide y diploide en el mismo tumor
se consideró muy probable.
Este último tipo de heterogeneicidad del AUN es muy importante puesto que si
dc<Satumor se analiza solamenteuna muestra, existe el riesgo de no detectar todas
las poblaciones celulares presentes en el tumor. En el cáncer de mama de la mujer
este tipo de heterogeneicidad ha sido observada en 14 de 44 tumores (Beerman y
col, 1991).
En nuetro trabajo la heterogeneicidad en el contenido de ADN no está
relacionada con la presencia de diferentes tipos histológicos o heterogeneicidad
histológica, ya que sólo en tres tumores malignos se ha observado que coincidan
estos dos hechos. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos en tumores
mamarios de la mujer y de la perra (Erhardt y Auer, 1986; Rutteman y col, 1988;
120
Capitulo ID
Helímén y col, 1988).
Por otro lado, cabe destacar que en los casos con neoplasias múltiples, el
encontrar lA similares, es decir con una desviación menor de un 10% de diferencia,
en distintos tumores de un mismo animal puede indicar, aunque no probar, que los
tumores tienen un origen común.
Cabe señalar que la determinación de la fracción de células en fase S (SPF) es
difícil en ocasiones, debido a que la presencia de detritos nucleares, dobletes
procedentes de las células estándar empleadas, picos G0,1 asimétricos o múltiples
picos próximos unos a otros, complican y dificultan el cálculo.
En los tumores aneuploides en los que el valor de SPF corresponde a la fracción
diploide y a la aneuploide, hemos empleado la SPF total para no introducir el error
que produciría el incluir a las células normales en los tumores diploides y no en los
aneuploides. Siguiendo este criterio hemos encontrado que los valores de SPF son
diferentes estadisticamente en los tumores diploides con respecto a los aneuploides.
Sin embargo, hay que señalar que si nuestro propósito fuese estudiar exclusivamente
tumores aneuploides y compararlos con otras características como por el ejemplo el
pronóstico sería preferible emplear la SPF aneuploide exclusivamente.
En los tumores malignos, el valor de SPF es significativamente mayor en los
aneuploides que en los diploides, coincidiendo con lo observado en otros estudios
en tumores mamarios de la especie canina (Heilmén y col., 1993) y en el hombre
(Frierson, 1991). El elevado valor de SPF de los tumores malignos aneuploides es
la causa de la diferencia en el valor de SPF entre tumores malignos y benignos, ya
que al tener en cuenta sólo los tumores diploides, la diferencia entre los tumores
malignos y los benignos no fue significativa.
En los tumores malignos del presente trabajo, el valor de SPF se relaciona con
la afectación ganglionar y el tamaño tumoral, aunque con este último no de una
forma estadísticaznente significativa. Los valores más elevados de SPF corresponden
a tumores de elevado grado de malignidad de forma estadísticainente significativa.
Sin embargo no encontramos una relación estadística entre SPF y el tipo histológico.
121
Capítulo ID
En un trabajo recientemente publicado con tumores mamarios caninos se señala
que, valores elevados de SPF se relacionan de manera independiente con un
pronóstico adverso (Helímén y col., 1993). Hemos de señalar que en el cáncer de
mama en la mujer la aneuploidía del AUN se relaciona con un mal pronóstico y
varios autores señalan que ello es debido en realidada la correlación que existe entre
la aneuploidía tumoral y el elevado valor de SPF (Fisher y col.,1991, Frierson y
col., 1991). Según Férno y col. (1992), los tumores hipoploides tienen un
comportamiento más agresivo. En tumores mamarios caninos (Helímén y col.,
1993), la presencia de hipoploidía así como de hiperploidía se asocia con un menor
período de supervivencia al realizar un análisis univariado, sin embargo al realizar
un análisis multivariado dicha asociación no se encontró.
Por otro lado, en un estudio en tumores mamarios humanos en el que se empleó
el contaje cromosómico, se señala que la SPF aumenta en los tumores hipoploides
con respecto a los diploides y que después del proceso de endorreduplicación, la SPF
es superior en los tetraploides que en los triploides (Remvikos y col., 1992). Es
posible que la actividad proliferativa de los tumores mamarios suceda de forma
paralela a la evolución genética dando lugar a una pérdida progresiva de genes
supresores (del proceso de metastatización) y a una activación de oncogenes (van den
Vijver, 1993).
En conclusión podemos decú que como consideraciones finales a este capítulo,
la incidencia de aneuploidía observada es similar a la observada en otros estudios en
la especie canina y ligeramente inferior a la descrita en el cáncer de mama en la
mujer. La incidencia de aneuploidía en displasias y tumores benignos es superior a
la observada en el cáncer de mazna de la mujer.
La presencia de poblaciones celulares hipoploides es más frecuente y el grado
de desviación de los Indices de AUN de los tumores aneuploides es más estrecho en
la especie canina que en el hombre, lo que podría indicar que la evolución de la
ploidía en ambas especies es diferente.
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La fracción de fase S es superior en los tumores mamarios malignos que en los
benignos y en los tumores malignos es superior en los aneuploides que en los
diploides.
La fracción de fase S se relaciona directamente con características clínicas e
histopatológicas de malignidad como la afectación ganglionar y el grado histológico
de malignidad.
123
Capítulo IV
Influencia de la nutrición en la carcinogénesis
mamaria en la especie canina.
Estudio epidemiolégico caso-control
Capitulo IV
INTRODUCCION
La elevada incidencia de los tumores mamarios caninos (TMC), ya comentada
en otros capítulos de este trabajo, impulsa a la búsqueda de nuevos factores de
riesgo, entre ellos los nutricionales. En la revisión bibliográfica queda reflejada la
importante y controvertida influencia de diversos factores nutricionales en el cáncer
mamario en la especie humana, donde ésta ha sido objeto de estudio durante varias
décadas. En la especie canina, Sonnenschein y col. (1991) observaron que la
obesidad en los primeros años de vida se asocia a un aumento del riesgo de TMC
en penas ovariectomizadas. Asimismo se encontró que el porcentaje de energía
procedente de la grasa en la dieta habitual de los casos era inferior que en los
controles, lo que no coincide con lo observado en la población humana donde,
generalmente, el consumo de grasa se asocia directamente al riesgo de cáncer de
mama (Goodwin y Boyd, 1987; Toniolo y col., 1989; Howe y col., 1990; van’t
Veer y col., 1990; Sasaiki y col., 1993).
En el presente estudio caso-control investigamos la relación entre la dieta y los
TMC. Los animales incluidos proceden del área de Madrid y difieren de los
estudiados por Sonnenscbein y col. (1991) en que el porcentaje de perras no
ovariectomizadas supone un 86,4% del total de animales en lugar de el 43,5% del
estudio americano; además, el porcentaje de energía procedente de comida casera
m las dietas de nuestro trabajo es del 53%, superior al 34,8% del mencionado
estudio.
Asimismo, para conocer el consumo de nutrientes, no sólo empleamos un
cuestionario dietético sino que además determinamos la proporción de ácidos grasos
de la grasa subcutánea y las concentraciones plasmáticas de retinol y selenio de los
animales de nuestro estudio. La elección de estos métodos se debe a que empleando
exclusivamente cuestionarios dietéticos no es posible determinar el consumo de los
ácidos grasos (van Staveren y col., 1986) y, sin embargo, el perfil de los ácidos
grasos de la grasa subcutánea puede reflejar la composición de éstos en la dieta
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(Beynen y col., 1980).
La asociación observada en diversos estudios epidemiológicos entre la grasa y
el cáncer de mann de la mujer, se ha confirmado en numerosos estudios con
animales de experimentación (capítulo 1, pag. 47), los cuales señalan además que son
los ácidos grasos pollinsaturados los que principalmente actúan en la promoción
tumoral (Ip y col., 1985; Carroll y Noble, 1987; Lasekan y col., 1990).
Con respecto a los micronutrientes, tanto el retinol (Garland y col., 1993) como
el selenio (Willett y col., 1983) se asocian inversamente a varios tipos de tumores
en el hombre. El consumo de estos micronutrientes puede estimarse mediante la
determinación de los niveles de retinol y selenio plasmáticos respectivamente
(Comstock y col., 1992), por lo que hemos considerado relevante la determinación
del perfil de ácidos grasos de la grasa subcutánea y los niveles plasmáticos de retinol
y selenio.
MATERIAL Y METODOS
1. Grupas de animales
En este estudio se han empleado 191 perras con edades comprendidas entre Sy
13 años de edad, ambos inclusive. Los animales fueron seleccionados y clasificados
en grupos como se refiere a continuación.
a. Grupo control de animales sanos
Este grupo se formé con 44 perras que acudieron a consulta veterinaria para
revisión o vacunación anual y que no presentaban ninguna enfermedad clínica
aparente. Se obtuvieron de las Consultas del Departamento de Patología Animal II
de la Facultad de Veterinaria de Madrid, así como dc 4 Clínicas Veterinarias
localizadas en el área de Madrid.
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b. Grupo control de animales enfermos
Este grupo se formé con 45 perras que acudieron a las Consultas de la Facultad
que presentaban problemas oftalmológicos, cardíacos, traumatológicos, urinarios,
respiratorios o gastrointestinales agudos. Ninguno de estos animales presentaba
enfermedades endocrinas, metabólicas o tumorales, con el fin de evitar interferencias
en la obtención de resultados del estudio caso-control.
B. GRUPO CASOS
Este grupo se fornió con 102 perras diagnosticadas de enfermedad neoplásica en
nuestro Departamento durante los años 1992 y 1993. Para poder valorar su
representatividad hemos de señalar que anualmente, se procesan aproximadamente
900 biopsias y necropsias de pequeños animales en el servicio de diagnóstico
anatomopatológico de este Departamento, que proceden de las consultas de nuestra
Facultad así como de clínicas veterinarias. Asimismo son diagnosticados anualmente
por este servicio aproximadamente 210 tumores mamarios caninos y felinos.
Los casos fueron clasificados en dos grupos según el tumor que presentaban:
1. Animales con tumores benianos
Grupo formado por 48 perras que presentaban tumores mamarios benignos
y/o displasias mamarias.
114 Animales con tumores malignos
Formado por 54 perras que presentaban al menos un tumor maligno
confirmado histológicamente. Por tanto, aquellos animales que presentaban
tumores diferentes, benignos y malignos, en diferentes glándulas, fueron
incluidos en este grupo.
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2. Cuestionario dietético
En primer lugar, solicitamos la participación voluntaria de los propietarios en
el estudio. Nuestros objetivos no se dieron a conocer durante la entrevista mantenida
con los mismos, para evitar la manipulación de las respuestas referentes a las dietas
de sus animales.
Los dueños de los animales que aceptaron colaborar, contestaron a una serie de
preguntas referentes a la dieta habitual de su animal y a su historial reproductivo.
Toda la información obtenida se recogía en un cuestionario que consistía en:
La edad. el peso y la altura de la perra.
II. La raza y tamaño de la misw~. Para esto último los animales fueron
clasificados según su peso en las siguientes categorías: raza enana (= 5 kg),
miniatura (5,1 - 11,3 kg), mediana (11,4 - 23 kg ), grande <23,1 - 39,9 kg) y
gigante (=40kg).
La conformación corporal (clasificada en delgada, normal y obesa) se estableció
en 3 momentos de la vida del animal: en la presentación clínica, un año antes de esta
fecha y cuando el animal tenía un año de edad.
111. Historial reoroductivo, que incluye la existencia de ovariohisterectomía así
como la fecha de la misma, la edad al primer celo, la frecuencia, regularidad y
duración de los celos, el número de partos y la edad al primer parto, el número de
pseudogestaciones y pseudolactaciones así como los tratamientos empleados frente
a estos problemas y los tratamientos hormonales para prevención del celo y
cubriciones no deseadas.
Toda esta información se empleó para establecer grupos de animales así como
para determinar si alguna de estas características era estadísticamente diferente entre
los casos y controles pudiendo alterar los resultados.
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IV. Cuestionario dietético. Basado en un cuestionario de frecuencia de
alimentación cuantitativo, que incluía la frecuencia diaria de alimentación (de una
a 3 veces al día) y las proporciones relativas de comida comercial y preparada en
casa en la dieta diaria.
Con respecto al consumo de comida comercial, se registré la frecuencia y la
cantidad diarias, el nombre comercial del producto, así como la clase de comida:
pienso, comida semi-húmeda, comida enlatada o aperitivo.
El consumo de comida preparada en casa se determiné registrando la frecuencia
de consumo a la semana, la cantidad al día y el modo de preparación (crudo, cocido
o frito) de 64 alimentos clasificados en grupos (carnes y pescados; embutidos;
productos lácteos y huevos; frutas y verduras; pan y cereales y dulces).
Por otro lado, también se registró el consumo de grasas (mantequilla, margarina
y diversos tipas de aceite) y de suplementos vitamínicos y/o minerales. Asimismo,
se hace una indagación especial sobre el consumo frecuente de sobras de comida de
los propietarios.
Las entrevistas fueron realizadas al comienzo del examen clínico en la consulta
por la misma persona. Posteriormente, todos los cuestionarios sufrieron una i a
revisión. Durante esta revisión, observamos importantes carencias de información
en 20 cuestionarios, especialmente en los datos referentes a la dieta, por lo que
coatactamos telefónicamente con el fin de completar el cuestionario.
Las preguntas relacionadas con la dieta fueron enfocadas hacia la alimentación
que recibía el animal un mes antes de la recogida de datos, aunque la fecha de inicio
de esta dieta fue determinante ya que solamente se incluyeron en el análisis de
nutrición aquellos animales que consumían dicha dieta desde hacía más de un año.
Por ello, los datos dietéticos de 13 perras (5 casos, 5 controles sanos y 3 controles
enfermos) fueron excluidos.
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3. Perfil dietético
Los datos sobre la dieta obtenidos mediante el cuestionario fueron introducidos
en el programa de nutrición de pequeños animales “Small Animal Nutritionist”
(Durango Software, 1987) para calcular un perfil nutricional de cada animal.
El contenido calórico y de macronutrientes de los alimentos comerciales se
obtuvo de los fabricantes o bien de la etiqueta de los productos. En los alimentos
caseros, la composición cualitativa se obtuvo de las tablas de composición de
alimentos españoles (Vivanco y col., 1982).
El perfil dietético calculado estaba formado por los siguientes apartados:
• El consumo energético diario expresado en kilocalorías (Kcal).
• El porcentaje de energía diaria que procede de comida comercial y de
comida casera, calculado como la proporción de Kcal que cada tipo de comida
aporta al consumo energético diario.
• El porcentaje de energía diaria que procede de los niacronutrientes:
hidratos de carbono, proteínas y grasas de la dieta, que fueron calculados como la
proporción de kcal que cada nutriente aporta con respecto al consumo energético
diaria.
• El porcentaje de energía procedente de determinados alimentos. Para ello,
es~lecimos 5 grupos de alimentos tras el análisis global de los cuestionarios, como
sc sala a continuación:
La¡ncLxgias, que incluyen carne y derivados de vaca, cerdo, cordero y
caballo, excepto el hígado y los embutidos.
II. Carnes blancas, que incluye principalmente carne y derivados del pollo y
gallina a excepción del hígado.
In. Hitados de varias especies, los más consumidos son los de pollo y vaca y
en menor cantidad de cerdo.
IV. Productos lácteos, grupo formado por leche (entera, semidesnatada y
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desnatada), quesos de diferentes tipos, yogures, y otros productos lácteos
consumidos menos frecuentemente (ej. cuajada).
V. Frutas y verduras
El motivo de clasificar los alimentos en grupos con propiedades nutrititivas
similares y características, fue el poder comparar sus consumos entre casos y
controles y conocer la posible influencia de los nutrientes de estos grupos de
alimentos. Cada uno de estos grupos se caracteriza por un contenido relativamente
elevado de uno o más nutrientes.
4. Datos clínicos
4.1. Examen clínico
En los grupos controles, los datos clínicos se obtuvieron de las historias clínicas
de la Facultad o bien del veterinario a cargo del animal. En todos los animales
controles comprobamos que no presentaban ninguna lesión compatible con una
neoplasia mamaria mediante una exploración clínica de las glándulas mamarias. Dos
perras que al principio del estudio fueron incluidas en el grupo control de animales
enfermos fueron eliminados ya que posteriormente, desarrollaron tumores de mama.
El examen clínico de todos los animales incluidos en el grupo de casos
realizado cuando acudieron a las consultas, ha sido descrito en el apanado de
mawrial y métodos del capitulo 11.
Asimismo, mediante el empleo del cuestionario citado anteriormente y de igual
forma que en los animales controles, es decir, mediante entrevista directa con el
propietario, se obtuvo la información referente al estado reproductor del animal.
4.LEadi~i
El estadio clínico del tumor sc estableció mediante el sistema TNM (Owen,
1980).
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5. Toma de muestras
5.l.Sangre
Se extrajo sangre a un total de 47 casos y 68 controles, y se conservaron
muestras de 1 ml suero a ~20oC.
5.2. Grasa subcutánea
Obtuvimos una muestra de grasa subcutánea de un total de 42 casos y 39
controles.
El material empleado consistió en una palomilla de 20 G y una jeringa de 20 ml
para realizar el vacío. La muestra se recogió mediante aspiración en la región dorso-
lumbar. En primer lugar, se levanta ligeramente un pliegue de piel, se coloca la
palomilla subcutáneaniente formando un ángulo aproximadamente de 600 con la piel.
Posteriormente, se conect.a la jeringa y se aplica el vacío para, por último,
manteniendo el vacío en la jeringa desplazar ligeramente la palomilla en varias
direcciones con el fin de obtener una muestra adecuada. La cantidad obtenida por
término medio fue 50 a 100 mg, lo que supone unas 2 o 3 gotas de grasa. Las
muestras se guardaron en plástico y se conservaron a -20<> C, evitando el contacto
con el aire y la luz. Se excluyeron las muestras contaminadas con sangre ya que ello
interfiere la valoración de los ácidos grasos. Beynen y Katan (1985) aplicaron una
madologla semejante para el estudio de la grasa corporal en la especie humana.
6. AnáliSis de indicadores nutricionales
Los niveles de selenio, retinol y ácidos grasos fueron determinados en el
Department of Laboratory Animal Science of te Faculty of Veterinary Medicine,
Utrecht.
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6.1. Selenio sérico
En 115 muestras de suero se determinó el nivel de selenio de acuerdo con el
método fluorométrico descrito por Koh y Benson (1983) en un espectofotómetro de
fluorescencia Perkin-Elmer (Mod 1000, Perkin-Elmer Ltd., England).
6.2. Retinol sérico
En 50 muestras de plasma se determinó el nivel de retinol mediante
cromatografía líquida de alta resolución según el método descrito por Roodenburg
y col. (1994).
6.3. Acidos grasos subcutáneos
En 81 muestras de tejido graso subcutáneo se determinó el perfil de ácidos
grasos mediante el método descrito por Beynen y Katan (1985). Se sintetizaron
metil-ésteres de los ácidos grasos de acuerdo con el método descrito por Metcalfe
y col. (1966) y se separaron por cromatografía líquido-gas en un modelo Packard
433. El perfil se describe en la tabla 1.
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Símbolo N0 de dobles Nombre Nombre
enlaces común sistemático
Saturados
CíO O Caprico n-Decanoico
C12 O Laurato n-Dodecanoato
C14 O Miristato n-Tetradecanoato
cís O - n-Pentadecanoato
clá O Palmitato n-Hexadecanoato
CíS O Estearato n-Octadecanoato
C20 O Araquidato n-Eicosanoato
Monoinsaturados
Cl 6:1 1 Palmitoleato Hexadecenoato
C18:1 1 Oleato Octadecenoato
C20: 1 1 - Eicosadecenoato
Paatnndos
Cl 8:2n-6 2 Linoleato Octadecadienoato
Cl 8:3n-6 3 Linolenato Octadecatrienoato
ClS:3n-3 3 Lmolenato Octadecano
C20:2 2 Linolenato Eicosadienoato
C20:3 3 Linolenato Eicosatrienoato
No identificables
Tabla 1. Perfil de ácidos rasos analizados en la grasa subcutánea.
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7. Análisis estadístico
La influencia de las variables reproductivas sobre la incidencia de los tumores
mamarios fue evaluada con el test de Student, comparando los valores medios de los
casos con respecto a los controles. Para la comparación de las variables cualitativas
empleamos la prueba del Chi2. Las variables dietéticas cuyas distribuciones fueron
normales se compararon con el test de Student. Aquellas cuyas distribuciones no
eran normales, se compararon con la prueba no paramétrica del test de rangos de
Wilcoxon. Un valor de P = 0,05 fue considerado significativo.
RESULTADOS
1. Edad. raza y estado reproductor
Los resultados correspondientes a este apartado han sido resumidos en la tabla
2. Estos resultados se expresan en términos de valor medio + error estandard del
valor medio.
La media de edad de los casos fue 9,8 años ±0,22. La media de edad de los
controles fue 8,17 j 0,24. La diferencia entre la media de edad de edad de los
casos y de los controles fue estadlsticamente significativa (P < 0,05).
Los penas mestizos y de razas cruzadas fueron los más numerosos en este
esflo, siendo el 42,1% y 40% del total de los casos y controles respectivamente.
Afinuación, la raza de mayor incidencia fue el pastor alemán (15,6%) y las
ras caniche y cocker spaniel, que representaron el 6,8% y 6,8% del total
respectivamente. En la tabla 2 se muestra la distribución de los casos y controles
según el tamaño de la raza, que no fue significativamente diferente entre ambos
grupos (P > 0,05).
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El porcentaje de perras castradas fue de un 11% en el grupo de casos y 17% en
el de los controles. La diferencia entre los valores medios de los animales
ovariectomizados de los casos y los controles no fue estadísticamente significativa
(P > 0,05).
Con respecto a las variables reproductivas, las diferencias entre la frecuencia,
regularidad y duración de los celos entre los casos y los controles no fueron
significativas. Asimismo, las diferencias entrecasos y controles encontradas respecto
a la edad al primer parto, el número de partos, el número de pseudogestaciones y
pseudolactaciones, los tratamientos hormonales para prevención del celo,
pseudogestaciones y/o abortivos, no fueron significativas (P > 0,05).
La única variable reproductiva significativamente diferente entre casos y
controles fue la edad al primer celo, variable que resultó menor en casos, con una
media de 8,39 ±0,6 que en los controles, con una media de 9 7 + 0 49, siendo el
valor de P =0,001.
135
Casos
n Edad
Capítulo IV
N0 de p~rras 102 9,84 ±0,22 ¡ 89 8 17 + 0,24
Raza
Razas puras
Mestizos
59 9,57 ±0,29
43 10,23 ±0,34
53 8,56 ±0,30
36 7,58 ±0,40
Tamaño de la raza
Enana
Miniatura
Mediana
Grande
Gigante
7 9,14 ±1,18
29 10,00 ±0,49
30 10,46 ±0,36
28 9,60 ±0,33
8 8,30 ±0,73
10 7,75 ±0,77
18 7,94 ±0,53
17 8,29 ±0,62
41 8,27 ±0,36
3 9,00 ±1,53
Ovariectomía
No
Si
91 9,70 ±0,23
11 11,00 ±0,66
74 8,00 ±0,26
15 8,93 ±0,70
Controles
n Edad
Tabla 2. Resultados de edad, raza y estado reproductor en 102 casos y 89 controles.
La edad es el valor medio ±el error estandard del valor medio en años.
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2. Conformación corporal
La distribución de los casos y controles con respecto a la conformación corporal
cuando tenían aproximadamente un año de edad (entre 9 y 12 meses), un año
anterior a la recogida de los datos y en el momento de la misma, se describe en la
tabla 3.
En un 40% de los casos, los propietarios respondieron que sus animales habían
sido obesos cuando tenían un año de edad, en comparación con el 11 % registrado
en el grupo de controles sanos y con el 14% en el de enfermos. Esta diferencia fue
significativa estadísticamente, teniendo en cuenta los dos grupos controles por
separado o conjuntamente (P < 0,001).
Con respecto a la conformación corporal un alio anterior a la recogida de los
datos, los casos resultaron significativamente obesos en comparación con los
controles (P < 0,02).
Por el contrario, en el momento de la recogida de los datos la diferencia entre
las conformaciones corporales de los casos y de los controles no resultaron
significativas (P > 0,05).
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Conlormacidn Casos II Controles sanos
corporal II
II II
—. ~
Un año de edad
Controles
enfermos
Delgado 20 19,8 6 13,6 6 13,6
Normal 41 40,6 33 75,0 32 72,7
Obeso 40 39,6 5 11,3 6 13,6
Total 101 100 44 100 44 104)
fin alo antes del
estudio
Delgado 9 8,8 2 4,5 2 4,4
Normal 36 35,3 29 65,9 23 51,1
Obeso 57 55,8 13 29,5 20 44,4
Total 102 100 44 100 45 100
Actual
Delgado 3 2,9 1 2,3 0 0,0
Normal 42 41,2 29 65,9 22 48,9
Obeso 57 55,9 14 31,8 23 51,1
Total 102 100 44 100 45 100
——-—a.
Tabla 3. Conformación corporal al año de edad, un año antes y en el momento de
la presentación. No se han incluido los animales con datos desconocidos.
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3. Factores dietéticos
1. Tipo de alimentación: casen o comercial
II. Contenido en macronutrientes: hidratos de carbono, grasas y proteínas.
III. Consumo de determinados alimentos.
IV. Indicadores nutricionales: selenio, retinol y perfil de ácidos grasos.
1. Tino de alimentación: casera o comercial
Las proporciones de comida comercial y casen en el consumo diario se
calcularon en términos de energía (Kcal) proporcionadas por estos dos tipos de
alimentación.
En los tres grupos de animales, la contribución del alimento comercial al
consumo calórico diario individual, era muy variada pues se encontraba en un rango
de O a 100%. En el grupo de casos, la media de la proporción de comida comercial
fue 33 19 + 3,78, mientras que en los controles sanos fue 67 02 + 6 79 y en las
controles enfermos fue 41,23 ±5,97. Las diferencias entre la media del grupo de
casos y la correspondiente al grupo de controles sanos fue muy significativa (P <
0,001), así como la existente entre la media del grupo de casos y la media de los 2
grupos controles combinados (P C 0,001). Figura 1.
Hay que señalar que, además, muchas de las dietas cuya base principal estaba
constituida por dietas caseras contenían proporciones inadecuadas de
macronutrientes, a diferencia de las dietas comerciales, más equilibradas.
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las proteínas en las dietas de los casos con respecto a las de los controles, sanos,
enfermos o los dos combinados, no fueron significativas (P > 0,05).
El porcentaje de calorías aportado por las grasas fue superior en los casos que
en los controles, siendo la diferencia significativa entre los casos y los controles
sanos (P < 0,02), sin embargo, no resultó significativa entre los casos y los
controles enfermos, así como entre los casos y los 2 grupos controles combinados,
al ser los valores de P > 0,05.
Casos
n= 93
Controles sanos
n= 39
Controles
enfermos
n= 42
Energía de
carbohidratos
42,97 ±1,38 45,07 ±2,31 42 73 + 1,99
Energía de grasas 31,03 + 1 27 26,56 ±1,57 30,38 ±1,50
Energía de
proteínas
26,10±0,81 28,33 ±1,25 26,85 ±1,08
IIII 1
Tabla 4. Valor medio de los porcentajes de energía (Kcal) procedentes de los
carbohidratos, grasas y proteínas de la dieta en 174 perras.
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Figura 1. Porcentaje de energía diaria procedente de comida comercial
en los casos y controles. El valor representado es la media
de cada grupo.
II. Contenido en macronutrientes: hidratos de carbono- grasas y proteínas
La proporción en la dieta de cada macronutriente fue calculada como la
proporción de energía (Kcal) que ese nutriente aporta con respecto al consumo
calórico diario total. Los resultados de los valores medios de estos porcentajes en
los 3 grupos de animales se encuentran en la tabla 4. Los resultados corresponden
a las dietas dc 174 animales, ya que fueron excluidos 13 animales que llevaban
tomando esta dieta durante menos de un año y otros 4 casos cuyas dietas eran
exclusivamente caseras y no conseguimos una información adecuada en cuanto a la
composición y cantidades de las mismas.
Las diferencias entre los porcentajes de calorías de los hidratos de carbono y de
80 -
70 -
E~~
60 — ,,
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III. Consumo de determinados alimentos
Los resultados de las proporciones de calorías procedentes de los 5 grupos de
alimentos establecidos se resumen en la tabla 5. Para comparar las posibles
diferencias entre casos y controles con respecto a estos alimentos, hemos tenido en
cuenta solamente aquellas dietas cuya proporción de comida casera (en términos de
energía) era superior al 25% del total para evitar el error debido a la proporción del
alimento comercial. Por ello, en este apanado se han empleado las dietas de 117
perras: 72 casos, 15 controles sanos y 30 controles enfermos.
La proporción de calorías procedentes del primer grupo de alimentos,
denominado canes rojas, fue superior en los casos, con una media de 16,83 ±2,26,
que en los controles enfermos, en los que la media fue 8,63 ±2,95 y superior
también a la media de los 2 grupos controles combinados, 10,71 ±2,56, siendo los
valores de P < 0,02 y <0,05 respectivamente. Sin embargo, las diferencias entre
los casos y los controles sanos, con una media de 14,86 ±4,88 no fueron
significativas, siendo el valor de P > 0,05.
Con respecto al segundo grupo de alimentos, gm~¡i¡~a~, el porcentaje de
calorías procedentes de este grupo fue 11,36±1,83 en los casos, 17,13±5,79 en
los controles sanos y 18 + 3 47 en los controles enfermos. Las diferencias entre los
casos y los controles enfermos, así como las encontradas entre los casos y los 2
grupos controles combinados fueron significativas, siendo los valores de P < 0,05.
Las diferencias encontradas con respecto a las calorías derivadas del consumo
de bLg¡4g no fueron significativas al comparar los sanos, los enfermos o los dos
grupos controles combinados con respecto a los casos, siendo los valores de P >
0,10, >0,20 y> 0,20 respectivamente.
Las diferencias entre la proporción de calorías procedentes del consumo de
pr~u~wz.JIa~z en los casos y en los controles sanos, los enfermos o los 2 grupos
conjuntamente no resultaron significativas, siendo los valores de P > 0,05.
respectivamente.
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El valor medio de la proporción de calorías procedentes de frutas y verduras en
los casos fue 3,2 ±0,69 y en los controles sanos 5,93 ±1,47. Esta diferencia
resulté estadísticamente significativa con un valor deP < 0,05. Sin embargo en los
controles enfermos el valor medio fue 3,5 ±0,9 y la diferencia con los casos no
resultó significativa (P > 0,20), al igual que la diferencia entre los casos y los 2
grupos controles combinados (3,5 ±0,9), al ser el valor de P > 0,05.
Grupo de alimentos II Casos Controles
¡1=45
Carnes rojas 16,83 ±2,26 10,71 ±2,56
Carnes blancas 11,36 ±1,83 17,70 ±2,97
Hígado 3,00 ±1,20 2,95 ±1,34
Productos lácteos 4,12 ±0,83 5,80 ±1,08
Frutas y verduras 3,20 ±0,69 4,30 ±0,78
Tabla 5. Valor medio de los porcentajes de energía (en Kcal) procedentes de los
diversos tipos de alimentos. Se han excluido las dietas que contienen
menos de un 25% de energía procedente de comida preparada en casa.
IV. Indicadores nutricionales
A.-SELENIO SERICO
El valor medio de los niveles de selenio en 47 casos fue 0 2996 + 0,0071 con
un rango de valores entre 0,2130 y 0,4340 gg/ml.
El valor medio de los niveles de selenio en 68 controles (sanos y enfermos) fue
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de 0,2990 + 0,0060 con un rango de valores entre 0, 1390 y 0,4050. La diferencia
entre ambos valores medios no fue estadísticainente significativa (P > 0,05).
B.-RETINOL SERICO
El valor medio de los niveles de retinol en 24 casos fue 60,075 + 4 350 con un
rango de valores entre 24,100 y 101,800 ~g/d1.
El valor medio de los niveles de retinol en 26 controles (sanos y enfermos) fue
de 85,315 ±10,101 con un rango de valores entre 25,900 y 222,300. La diferencia
entre ambas medias resulté estadísticamente significativa, siendo el valor de P <
0,05.
C.-PERFIL DE ACIDOS GRASOS SUBCUTANEOS
En la tabla 6 se muestra el valor medio + el error estandard del valor medio
de los ácidos grasos analizados en 42 casos y 39 controles.
Las diferencias encontradas entre los casos y las controles no resultaron
significativas a excepción del ácido graso saturado CíO, siendo el valor medio
significativamente superior en los controles que en los casos (P < 0,05).
Por otro lado, las diferencias encontradas respecto a la conformación corporal
en las tres etapas estudiadas (al año de edad, un año antes del diagnóstico y en el
momento del diagnóstico) y a las variables dietéticas estudiadas entre las perras con
tumores benignos y malignos no fueron estadísticarnente significativas. Solamente
la media de energía procedente de frutas y verduras en el grupo de animales con
tumores malignos (n=48) fue 2,5 ±0,94 fue significativamente inferior a la del
grupo con neoplasias benignas (n44) 3,02 ±0,59 (P < 0,05). No resulatron
significativas las diferencias de conformación corporal y variables dietéticas
estudiadas entre perras con tumores malignos de diferente estadio clínico.
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ACIDOS GRASOS CASOS CONTROLES
CíO 2,733 ±0,275 3,692 ±0,340
CII 0,142+0013 0,121+0.009
C14 1,836 ±0,078 1,774 ±0,061
C15 0,200 ±0,011 0,197 ±0,009
C16 11,955 + 0431 12,492 ±0,350
C16:1 9,247 ±0,370 8,4923 ±0,3 12
CLS 4,131 ±0,250 4,345 ±0,253
C1S:1 51,736 ±0,675 49,949 ±0,700
C1S:2n-6 12,269 ±0,504 12,808 ±0,445
C1S:3n-3 0,340 ±0,024 0,336 ±0,015
CiS:3n-6 0,492 ±0,031 0,538 ±0,041
C20 0,119 ±0,015 0,094 ±0,013
C20:1 0,526 ±0,036 0,608 ±0,038
C20:2 0,119 ±0,009 0,150 ±0,139
C20:3 0,136 ±0,014 0,166 t 0,013
NO IDENTIFICABLES 4,138 ±0,151 4,215 ±0,207
Tabla 6. Perfil de teidos grasos subcuttneos (en gIlOOg de metil-ésteres totales).
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DISCUSION
Las variables reproductivas estudiadas tales como la ovariectomía, las
características de los celos, el número de partos, la edad al primer parto, las
pseudogestaciones y los tratamientos hormonales empleados en la práctica clínica
para prevención del celo, para tratamiento de pseudogestaciones o como abortivos,
no han sido significativamente diferentes en los animales con tumores de marna de
los controles. Sin embargo, hemos observado que la edad de aparición del primer
celo se asocia a la incidencia ya que el valor medio de edad en ¡os casos es
significativamente menor que el correspondiente a los controles. Estos resultados
coinciden con los de otros autores en la perra (Theilen y Madewell, 1987) y en la
mujer, donde se ha indicado que la aparición tardía de la menarquia así como la
presentación temprana de la menopausia son factores protectores frente al cáncer de
mama (Mansfield, 1993).
Un resultado interesante de nuestro estudio se refiere a la obesidad juvenil.
Cuando existe obesidad en esta etapa de la vida, aproximadamente al año de edad,
aumenta de manera significativa el riesgo de tumores mamarios en la edad adulta.
Igual ocurre con la obesidad un año anterior al diagnóstico de los tumores. Sin
embargo, la influencia de la conformación corporal en el momento del diagnóstico
no ha resultado estadísticamente significativa. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Sonneschein y col. (1991) también en la especie canina.
Algunos investigadores han obtenido resultados similares en el cáncer de mama
en la mujer y han propuesto que la hipernutTición, y por tanto la obesidad durante
la adolescencia, es un determinante importante del desarrollo de cáncer de maina en
la edad adulta (de Waard, 1975; Sherman y col, 1981). Además, se ha propuesto
que la menor incidencia de obesidad en las poblaciones vegetarianas, secundaria a
un menor consumo calórico, puede retrasar la aparición de la menarqula (Frisch y
McArthur, 1974) e influir sobre el estado hormonal durante el resto de la vida de
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los individuos (de Waard, 1975).
Aunque hay que tener en cuenta que la conformación corporal juvenil se ha
obtenido con datos de los propietarios, lo que podría introducir cierto error, la
obesidad indicada por los propietarios de los casos ha sido significativamente
superior a la correspondiente a los controles, lo que nos permite plantear que la
obesidad en la edad juvenil puede adelantar el comienzo de la madurez sexual así
como el estado hormonal posterior, favoreciendo la carcinogénesis de los tumores
mamarios caninos.
Por otro lado, la obesidad un año antes del diagnóstico ha sido significativamente
superior en los casos que en los controles. Algunos autores en medicina humana han
observado que la obesidad en las mujeres adultas modifica los niveles y el
metabolismo de las hormonas sexuales femeninas, lo que puede inducir la
carcinogénesis mamaria (Bennett e Ingram, 1990). Tal vez, estos mecanismos
puedan operar de igual forma en la carcinogénesis de los tumores mamarios en la
perra.
La obesidad fue más frecuente en los casos que en los controles en el momento
del diagnóstico, aunque no hemos encontrado una relación estadísticamente
significativa, atribuible, en parte, a la pérdida de peso observada por los propietarios
de algunos de los animales con un proceso tumoral avanzado.
En nuestro estudio, las perras con tumores mamarios consumen
significativamente más comida casera que comercial en comparación a las penas
controles sanas y a los dos grupos dc animales controles de este estudio. Sin
embargo, las diferencias entre los casos y los controles enfermos no han sido
significativas.
Estos resultados deben tomarse con precaución, ya que existen cienos factores
que pueden haber influido de una u otra forma. El factor más importante a tener en
cuenta es que en la mayoría de las perras, tanto casos como controles, cuyas dietas
eran fundamentalmente caseras, éstas eran desequilibradas en su composición
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nutritiva. Principalmente dichos desequilibrios nutricionales son secundarios a la
proporción elevada en estas dietas de sobras de comida y otros alimentos caseros,
La presencia de hábitos nutricionales inadecuados se ha observado en algunos casos
y también en controles enfermos, debido muchas veces a la anorexia secundaria a
procesos crónicas que los propietarios intentan solventarproporcionando a las perras
alimentos de su gusto.
Asimismo, hemos tratado de investigar si las proporciones de macronutrientes
de las dietas caseras de nuestro estudio eran diferentes que las proporciones
comerciales. El contenido en grasa de las dietas comerciales se sitúa en el rango
adecuado para la especie canina, mientras que el correspondiente a las dietas caseras,
en bastantes casos, sobrepasaba el límite superior de este rango normal <>40%).
Puesto que el contenido en grasa de las dietas comerciales es inferior al de las
dietas caseras, en animales con alimentación mixta (dietas casera/comercial), la
cantidad de energía (calorías) procedentes de la grasa se incrementa a medida que
se aumenta la proporción de comida casera ingerida.
Con respecto a la proporción de carbohidratos y proteínas, las dietas caseras y
comerciales no difieren significativamente.
La elevada proporción de grasa de las dietas caseras encontrada en nuestro
trabajo puede ser responsable de la relación de este tipo de dietas con la mayor
incidencia de tumores, aunque otros factores nutricionales presentes en las dietas
caseras, puedan a su vez influir.
Nuestros resultados con respecto a las proteínas y a los carbohidratos son
similares a los obtenidos anteriormente en el único estudio realizado en la perra
(Sonneschein, 1991).
En la mujer, la influencia de los hidratos de carbono en la carcinogénesis y
progresión del cáncer de mama es todavía una incógnita. Además, el efecto
preventivo observado en algunos estudios (Carroll y Khor, 1975) está bajo la
influencia de factores que introducen error, ya que los consumos elevados de
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hidratos de carbono se asocian a bajos consumos de grasa y viceversa (Ursin y col.,
1993).
La grasa es el macronutriente que mayor controversia ha creado con respecto a
su influencia en la carcinogénesis mamaria (capítulo 1). En un estudio de revisión
se describen y discuten los resultados de diversos estudios epidemiológicos en los
que se ha observado una influencia de la grasa (Howe, 1992). Además en un estudio
ecológico reciente en el que se han empleado datos de varios paises, se ha
confirmado la citada relación (Sasalci, 1993). Sin embargo, en dos importantes
estudios cohortes, no se ha encontrado una asociación significativa entre el consumo
de grasa y la incidencia de cáncer de mama (Willett, 1992; Graham y col., 1992).
En nuestro estudio, y en contra de los señalado por Sonneschein y col. (1991),
el porcentaje de calorías de la dieta procedentes de la grasa ha sido
significativamente superior en los casos que en los controles sanos. Sin embargo, al
comparar los porcentajes de grasa de las dietas de los casos con los de los controles
enfermos o con los de los dos grupos controles conjuntamente, las diferencias no
fueron significativas. Ello puede ser debido a que muchas de las dietas de los
controles enfermos eran desequilibradas en cuanto al contenido en nutrientes, al igual
que muchas de las dietas de los casos, como ya hemos comentado anteriormente,
mientras que las dietas de los animales sanos, en general eran equilibradas. Nuestros
resultados con respecto a la grasa, deberán confirmarse en futuros estudios
epidemiológicos, para establecer una relación definitiva entre la grasa de la dieta y
el riesgo de TMC.
En cuanto a los grupos de alimentos, hemos observado que el consumo de carnes
del grupo denominado “ carnes rojas’, constituido fundamentalmente por vacuno,
porcino, y en menor medida ovino y caballar, es mayor y el de carne de aves (pollo)
es menor en los casos que en los controles. El consumo de frutas y verduras es
mayor en los controles sanos que en los casos, aúnque la diferencia no resultó
significativa al comparar los casos con los dos grupos controles conjuntamente.
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Asimismo este consurnp fue significativamente inferior en los casos con tumores
malignos que en los casos con displasias y tumores benignos. La ausencia de
trabajos similares en la especie canina nos conduce a discutir estos resultados con
las investigaciones en medicina humana. En estudios epidemiológicos, el consumo
de determinados alimentos como carne de vaca y de cerdo (Lubin y col., 1981;
Hislop y col., 1986), carne en general (Hirayama, 1978; Vatten y Foss, 1990) así
como salchichas, huevos y carne (Goodman y col., 1992) se ha relacionado de forma
directa con un mayor riesgo de cáncer de mama.
Asimismo, en la mayoría de estos estudios epidemiológicos el consumo elevado
de frutas y verduras se ha visto asociado a una disminución del riesgo de cáncer,
fundamentalmente de tumores epiteliales del tracto digestivo y respiratorio
(Steinmetz y Potter, 1991).
Conviene tener en cuenta que, según un reciente estudio epidemiológico las
dietas con bajo contenido en grasa van asociadas a un patrón dietético caracterizado
por un elevado contenido en vitamina C, hidratos de carbono, fibra, productos
avícolas, frutas y verduras, entre otros. Este hecho puede ser una fuente de error en
estudios en los que se investiga la asociación de la grasa y el riesgo de cáncer
(Ursin, 1993).
Nuestros resultados indican que el consumo de vitamina A, reflejado en los
niveles de retinol plasmático se asocia a un menor riesgo de cáncer mamario, lo que
coincide con los resultados de Basu y Sasmal (1988), Knekt y col. (1990),
Potischnian y col. (19%) y Rigby y col (1992) en mujeres con cáncer de mama. Sin
embargo, no existen diferencias significativas en los niveles de selenio sérico entre
los casos y los controles, al igual que señalan Meyer y Verreault (1987) y Overbad
y col (1991) y en contra de lo observado por Comstock y col. (1992).
En lo relativo al perfil de ácidos grasos de la grasa subcutánea, no parece que
el consumo de un determinado tipo de grasa influya de forma significativa en el
riesgo de tumores de mama, de forma similar a lo observado por London y col.
(1993) en medicinahumana. No se observan diferencias significativas en el consumo
150
Capítulo IV
de ácidos grasos esenciales (nl y n:6). Asimismo no se observan diferencias en los
ácidos grasos sintetizados por el organismo (C 16:0 y CLS: 1). Unicamente el
consumo del ácido graso saturado CíO parece asociarse a una disminución en el
riesgo, aunque es posible el mayor consumo de productos lácteos por parte de los
animales controles sea el responsable de esta diferencia significativa.
En definitiva, nuestros resultados indican que la obesidad en la etapa juvenil y
en la etapa adulta (un año anterior al diagnóstico) se asocia a un mayor riesgo de
presentación de tumores mamarios en la pena. Por otro lado, el consumo de dietas
preparadas en casa se asocia de manen significativa a la incidencia de TMC en
comparación conel de dietas comerciales. Además, el consumo elevado de alimentos
ricos en grasa y proteína animal como carnes de vacuno y porcino (ovino y caballar,
muy infrecuentemente) en comparación con el consumo de carne de aves se asocia
a una mayor mcidencia de estas neoplasias. El consumo escaso de alimentos ricos
en carotenoides, vitamina E y C, fibra y otros agentes potencialmente carcinógenos
como las frutas y verduras parece estar asociado a una mayor incidencia de tumores
de mama en la perra. Asimismo, los niveles de retinol en animales con TMC son
significativamente inferiores a los de animales controles. Los niveles séricos de
selenio y los diferentes tipos de ácidos grasos del tejido adiposo no se asocian de
manera significativa al riesgo de TMC. Todavía queda por comprobar si la relación
entre la incidencia de tumores mamarios en la perra y los nutrientes estudiados, así
como el consumo de determinados alimentos como carnes, frutas y verduras es una
relación causal o no y si estos efectos son independientes o están relacionados entre
si.
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Conclusiones
1.- La ulceración de la piel, el tamaño tumoral y la adherencia a píanos profundos
son indicadores clínicos de malignidad en los tumores mamarios caninos.
2.- El análisis del AUN con citometría de flujo ha revelado que: La incidencia de
aneuploidía es significativamente superior en los tumores malignos (48,5 %) que
en las displasias y tumores benignos (14,3%). La heterogeneicidad en la ploidía
del ADN es del 19,5% y es independiente de la heterogeneicidad histológica.
3.- La pérdida de material genético (hipoploidia) se ha producido en un 7,3% de las
neoplasias: En 5 de 33 tumores malignos <15,1%) y en 1 de de 49 displasias y
tumores benignos (2,0%).
4.- El valor de la fracción de fase S es mayor en tumores malignos (7,3%) que en
benignos (4,7%), siendo esta diferencia significativa. En los tumores malignos,
la fracción de fase 5 es mayor en aneuploides (8,2%) que en diploides (4,1%).
5.- Los valores más elevados de fracción de fase 5 corresponden a tumores de alto
grado de malignidad histológica. El valor de fracción de fase 5 es
significativamente mferxor en animales con estadio clínico local que en animales
con afectación ganglionar.
6.- La existencia de obesidad en la etapa juvenil y durante un periodo de un año
anterior al diagnóstico se relaciona con una mayor incidencia de neoplasias
mamarias en la especie canina.
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7.- El consumo de dietas caseras se asocia a un aumento en la presentación de
tumores mamarios caninos en comparación con el consumo de dietas
comerciales. La ingestión de carnes de vacuno y porcino y el consumo escaso
de carne de aves está en relación con un incremento en la incidencia. La
ingestión elevada de grasa y reducida de frutas y verduras parece aumentar el
riesgo.
8.- El análisis del perfil de ácidos grasos del tejido adiposo subcutáneo así como el
valor del selenio sérico, no revelan diferencias significativas entre los animales
control y los animales portadores de tumores mamarios.
9.- Los animales con tumores mamarios presentan un nivel medio de retinol sérico
de 60 sg/dl, valor significativamente inferior a la media de retinol sérico de los
animales control (85 sg/dl).
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VI. Resumen
Resumen
En el presente trabajo se ha realizado un estudio sobre aspectos clínicos,
genéticos y nutricionales en 102 perras con tumores mamarias y 89 animales control.
El estudio clínico efectuado indica que la ulceración, el tamaño tumoral y la
adherecia a planos profundos son indicadores de malignidad.
El análisis del AUN tumoral mediante citometría de flujo en 82 tumores, ha
revelado que la incidencia de aneuploidía es significativamente superior en los
tumores malignos (48,5%) que en las displasias y tumores benignos (14,3%). La
heterogeneicidad en la ploidfa del ADN es del 19,5% y es independiente de la
heterogeneicidad histológica. Se ha observado hipoploidía en un 7,3% de las
neoplasias: En 5 de 33 tumores malignos (15,1%) y en 1 de de 49 displasias y
tumores benignas (2,0%). El valor de la fracción de fase 5 (SPF) determinado ~n
72 tumores es mayor en tumores malignos (7,3%) que en benignos (4,7%), siendo
esta diferencia significativa en el grupo de tumores diploides y aneuploides
conjuntamente, aunque no en el grupo de diploides exclusivamente. En los tumores
malignos, la fracción de fase S es significativamente mayor en aneuploides (8,2%)
que en diploides (4,1%). Los valores más elevadas de fracción de fase S
corresponden a tumores de alto grado de malignidad histológica de forma
estadlsúcamente significativa. El valar de fracción de fase 5 es inferior en animales
can estadio clínico local (n=5) que en animales con afectación ganglionar (n= 19).
En este trabajo también se han investigado diversos aspectos relacionados con
la nutrición señalándose que, en 191 perras, la existencia de obesidad durante la
np. juvenil y durante un periodo de un año anterior al diagnóstico se relaciona con
una mayor incidencia de neoplasias mamarias. El consumo de dietas caseras se
asocia a un aumento en la presentación de tumores mamarios caninos en
comparación con cl consumo de dietas comerciales. La ingestión de carnes de
vacuno y porcino y el consumo escaso de carne de aves está en relación can un
incremento en la incidencia; asimismo, el consumo elevado de grasa y reducido de
frutas y verduras parece aumentar el riesgo de estas neoplasia
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El análisis del perfil de ácidos grasos del tejido adiposo subcutáneo en 81 perras,
así como el valor de selenio sérico determinado en 115 animales no revelan
diferencias significativas entre los animales control y los animales portadores de
tumores mamarios.
Los animales con tumores mamarios (n =24) presentan un nivel medio de retinol
de 60 ~gId1,valor significativamente inferior a la media de retinol sérico de los 26
animales control estudiados (85 ~gIdI).
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VII. Summary
Summary
In tite present study clinical aspects ancí the role of genetic and nutritional factors
on incidence of canine mammary tumours are investigated.
In dxc 102 dogs with spontaneous manimary tumours included in the study,
ulceration, size of tumor and adherence to underlying tissue were clinical indicators
of malignancy.
Flow cytometric analysis revealed that 7 of 49 dysplasias and benign tumours
(14.3%) asid 16 of 33 primary malignaní tumours (MT) (48.5%) had aneuploid G01
peaks, being tite difference statisticaily significaní. lix several tumours (19,5%) titere
was intra-tumoral heterogeneity in ploidy status titat was independent of histological
heterogeneity. Hipoploid stemiines were found in 1 benign tumour and in 5 MT.
Tixe SPF was significantly higiter in 27 (7.3%) MT titan in 45 <4.7%) dysplasias
and benign tumours when diploid asid aneuploid cases were combined, but not when
only diploid cases were comparecí. Among prinxary MT tite SPF was higher in
aneuploid titan in diploid tumours (P < 0.05) and it was higher in 5 MT from 5
dogs witlx regional disease titan in 22 MT from 19 dogs witlx local disease. Ihe SPF
was posítively correlated with histological malignancy grade.
Severaldietary asid nuti-itional factors itave been investigated in 191 female dogs.
Obesity at one year of age and one year before diagnosis is significantly related to
a higiter incidence of canine maxnmary tumours. Re intake of home-made meals
comparecí lo tite intake of commercial foods, is significanúy related to a higixer
incidaxce of CMT.
The intake of meat, especially beef asid pork asid tite low intake of chicken is
asociated to tite incidence of canñxe manxznary tumours. A high fat intake and a low
proportion of vegetables iii dic diet seems to be related to dxc risk of canime
mammary tumours.
Re subcutaneous fatty acid profile iii 81 dogs have not showed any signfflcant
difference between cases ancí controls. Serum selenium levels in 115 dogs were not
significantly different between cases and controls. Serum retinol leveis were
significantly lower in cases (n=24, 60 ~gId1)titan lix controis (n=26, 85 ~gIdl).
156
VIII. Bibliografía
Bibliografia
Abou-EI-EIa SH, a al. (1988). Eicosaenoic syntesis la 7,12-dimetylbenzanthracene-induced mammary
carcinomas iii Sprague-Dawley rats fed púmrose, menbaden a can oil diets. L¡píds 23: 948-954.
Abou-EI-Ela SI!, a al. (1989). Effect of DL-2-difluoromethylomirhineand indomethacin an mammary tumor
promotion in rats fed high ni and/or n-6 fat dicEs. Cancer Res. 49: 1434-1440.
Aksoy M, et al. (1987). 11w mfluence of different lewis of dietary fu en te incidence ami growth of MNU-
wduced mammary carcinoma in rus. Nutr. Cancer 9: 227-235.
Albana 11). (1987). Total calones, body weight, and turnar isicidence in mice. Cancer Res. 47: 1987-1992.
Alderkreutz fi, a al. (1989). Viet and pluma androgens in postmenopausa] wd omnivorous women and
postmenopausal women wxt breast caneen. Am. J. Clin. Nutr. 49: 433-442.
Alderkreutz U. (1990). Diet, brean caneen md sex hormone metabolisin. Stero¡d fonmation, degradation, and
action la penpheral tissues. Ana. NY. Acad. Sri. 595: 2&1-290.
Alderkreutz U, el al. (1992). Viet and breast cacen. Acta Oncal. 31: 175-181.
Alexopaulus CG, el al. (1987). Serum lipida md lipoprotein disorders in cancer pat¡ents. Caneen 60: 3065-
3070.
ARin-SIater REand Kritchevsky D. <1991). HumanNutrítion a comprehensive treatise. Caneen and Nutrirían.
Ed: Plenum Pien, New York and London.
Alíen 5W and Mahaffey EA. (1919). Canino mammaq gland neoplasia: prognostie indícatois md response
lo surgwal therapy. 3. Am. Anim. Hosp. Anac. 25: 540-546.
Alíen 5W, el al. (1986). Cytologio differenciation of beaga ftom malignant caníne mammary tumours. Vet.
Pathol. 23: 649-655.
Alysworth CF, el al. (1984). Pailure of high dietar>’ fat ta influenco serum prolactía lewis during dic estrous
cycle iii female Sprague-Dawley rata. Proc. Sae. Experimental Bici. md Mcd. 175: 25-29.
Alysworth CF, u al. (1986). Intinence of dietary netinil acetato oc normal mt mammary gland development
md oc te uahancet of 7,12-dimethylbenzanthracene-induced mt mammary tumongenesis by high lewis
of dietar>’ 6. 3. NS. Cancer 1aM. 76: 339-345.
Annsfrodg B and DaD R. (1975). Envwonmontal factors md cancer incidence md mortality úi d¡fferent
eontñes, wnh special roference ta dietar>’ pracúces. Ini .1. Cancer 15: 617-631.
Arta CJM, el al. (1991). Influonce of wheat kan oc MNU-índuced mamníar>’ tumour developineer, plasma
estrogen leveis md estrogen escretion la femalo rata. 1. Storoid. Biochem. 39: 193-202.
ArIs CJM, el al. <1992). Sifecta of wheat bran md energy restaction Oil onset of puberty, ccii proliferation
md development of mammary ússue in female rata. En: Dietar>’ fiber md hormonal pnocesses relared to
mamníar>’ carcinogenesis. Arta CM. Utnecht. Thesis.
Bagwell CM. (1989). Modfit program. Topsbam. Maine, Venty Software Horno Inc.
157
Bibliografía
Baildam AB, et al. (1987). DNA analysxs by tlow cytometry, response to endocnne treatment and prognosis
it advanced carcinoma of te breast. Br. 1. Cancer 55: 553-559.
Baisdi U, el al. (1975). Analysis of PCP-data to determine te fraction of celis la te vanous phases of dic
cdl cyclc. Radiu. Envíron. Biophys. 12: 31-39.
Baisch H, el al. (1982). A comparison of mathcmatical modeis lot te analysis of DNA histograms hy tlow
cytometry. Cdl. Tissue Kinet. 15: 235-249.
Ballard-Barbash R, el al. (1990). Bod>’ fu distribution and breast cancer ¡a te Framingham study. .1. Natí.
Cancer Inse. 82: 286-290.
Bang HO and Dyerberg J. (1980). Lipid metaboism and ischemic Sean disease u> Gre&tnland Eskimos. En:
EH Draper. Advances ni nutntionul research. Ed: Plcnum, New York. Vol 3:1-22.
Baní JA, et al. (1986). Plasma lipids and prolactía u> patienes with breast cancer. Br. J. Cancer 54: 439-446.
Barbosa JC, el al. (1990). me relationship among adiposity, dice. and hormone concentraeions it vegetarían
ami nonvegetarian postinenopausal women. 1. Am. Clin. Nutr. 51: 798-803.
Barlogie 3, et al. (1976). DNA-histogram analysis of human hcmaeopoieúc celis. libad 48: 245-258.
Barlogie 3, el al. (1983). lflow cytomotry u> clínica] canear research. Canear Res. 43: 3982-3997.
Basas TK and Sannal P. <1988). Plasnia vitamía A, rctinal-binding protein, and prealbumin it postoperative
brean cancer patíents. Inc. J. Vitam. Res. 58: 281-283.
Beatos> GB, el al. (1979). Sources of vanance u> 24-haur dictar>’ recail daca: ¡mplications for nutrition study
design asid ineerpretation. Am. J. Clin. Nuer. 32: 2456-2459.
Beennan fi. (1991). Analytical cytology of breas cucar. Thais, Leidon. The Netherlands.
Bemnan U, el al. (1990). Prognostio sígnificasice of DNA plaid>’ ¡a a senes of 690 primar>’ brean cancer
pai,e~ts. mt. 3. Canear 45: 34-39.
Beerman H, el al. (1991). Flow-cytometnc anal>’sis of DNA stemline hetorogencie>’ la primar>’ and metastatic
bitase canon. Cyeometry 12: 147-154.
Beoncíl FC asad [ngrun DM. (1990). Dice asid female sex hormone concencratxons: Aa intervention study for
dxc eype of ht cansumed. Am. 1. Clin. Nutr. 52: 808-812.
Bella Nf, el al. (1987). Compañsan beeween te effects of dietar>’ fu level Md of caloric intake on
methyinnrosourea-inducod mammazy caicinogennis in female SD rata. Inc. 5. Canear 39: 737-744.
Beynen AC, el al. (1980). A matematical relationship between te fact>’ acid composition of te dicc and that
of te adiposo buhe ‘aman. Am. 1. Clin. NuIr. 33: 81-85.
Beynen AC and Katan MB. (1985). Rapíd sanxpling asid long-Éerm stomgc of subcucancous adipose-ússue
biopsies for detorminanon of fate>’ acid composítían. Am. 1. Clin. Nutr. 42: 3 17-322.
158
Bibliografía
Bfrt DF. (1986). Update on dic effects of vítamins A, C and E and seleniuní on carclaogenesis. Proc. Soc.
Exp. Siol. Med. 183: 311-320.
Boeryd B and Haligren B. (1986). The incídecce of spontaneous nlammary adenocarclaoma rnC3H mice is
influenced by dictaiy fu grven from weaning aid given to dic mothers durmg gestation and lactation. Acta
Pathol. Microbiol. ímmunol. Scan. Section A 94: 237-241.
Boissonneault GA, et al. (1986). Net energy effects of dietar>’ fu on chemically induced mammary
carcinogenesís la F344 rata. J. Natí. Cancer lnst. 76: 335-338.
Boilag W and Hartmann Hl. (1987). Inhibition of mt mammary carcinogenesis by an arotinoid wnhoux a
polar end group. Eur. J. Cancer Clin. Oncol. 23: 131-135.
Bostod~ DE. (1975» The prognosis folíowing te surgical excision of canino mammary neoplasms. Eux. 3.
Cancer 11: 389-396.
Boyd NF, s al. <1992). Dietary fu ami breast cancer risk: te feasíbility of a clinical trial of breast cancer
prevention. Lápids 27: 821-826.
Boyd NF, sal. (1993). A meta-analysis of studies of dietar>’ fat and breast cancer rísk. Br. J. Cancer 68: 627-
636.
Braden LM and Canoil KL (1986). Dietar>’ poiyunsatwated fu ¡a relation to mamníar>’ carcinogenesis mn
rata. Lxpids 21: 285-288.
Brandes O, et al. (1966). Role of lysosonial labilizors iii treatment of mammmy gland carcinomas w¡th
cyclophosphamide. Cancer Chemother. Rep. 50: 47-53.
Bm-juan J, et al. (1989). D’et, mammograph¡c featurea of breast tissue aid breast cancer risk. Am. .1. Epídemiol
130: 14-24.
Brodey RS, et al. (1983). Canine mammar>’ gland neoplasm. 1. Am. Anim. Hosp. Assoc. 19: 6 1-90.
Broghanzer WL, el al. <1976). Relationsbip between serum selemum leveis and patíents with carcinoma.
Cancer 31: 1384-1388.
Brown RL <~1>. Bffects of dietar>’ fu mi incidonce of spantaneous and induced cancer ¡a mice. Cancer Res.
41: 3141-3742.
Bn¡ning PF. (1987). Endogenous estrogens and breast cancor: a poasible relatxonsbip between boJ>’ fu
distnbution aid catrogen availability. 3. Steroid. Biochom. 21: 487492.
Burke BS. <1947). mc dictar>’ histor>’ as a tool in research. J. Am. Viet. Assoc. 23: 1041-1046.
Byers T, el al. (1983). A case-control study of dietar>’ aid non dietar>’ factors ¡ix ovarían cancer. J. Natí.
Cancer. ¡mt. 71: 681-686.
Byers T and Perry G. (1992). Dietar>’ crotones, vnamzn C, and vitaimn E u protectáve anúoxidants ¡u human
caneen. Azmu. Rey. Nutr. 12: 139-159.
159
Bibliografía
Cairns J. (1981). The orígin of human cancers. Nature, 289: 353-357.
Calafat J, n al. (1977). Feline malignant mammary tumours. III. Presence of C particles and intracistemal
A-particles and dicir relationship wmth feme leukemia vírus2 antigens aid Rfl-144 virus antigens. [nL.3. Cancer
20: 759-767.
Cameron E, et al. (1989). Dívergent effects of wó and w3 fatty acxds on mammary tumor developrnent in
C31-f/Heston unce treated with DMBA. Nutr. Res. 9: 383-393.
Cardiff RO, et al. (1977). Bíology of brean neoplasia. Cancer 39: 2734-2746.
Carroll ¡CX and ¡Chor ¡IT. (1970). Bifecis of dietar>’ fat and dose level of 7,12-dímeíhylbenz(a)-anthracene
ma mammary tumour incidence ¡a rats. Cancer Res. 30: 2260-2264.
Carroll ¡CX and Khor ¡IT. <1971). Effects of level ami ~pe of dietar>’ fat ma incídence of mammary rumours
indueed u> female Sprague-Dawley rus by 7j2-dimcthytbenz(a)-anthracenc. Lipids 6: 415-420.
Carroll KK and ¡<¡mr ¡IT. (1975). Dietan’ fat ¡a reluion to tumorígenesis. Prog. Biochem. Pharmacol. 10:
308-353.
Carroll KL <1977). Dietar>’ factors ¡a hormone-dependent cancers. En: Winick M. Current concepts in
nutrition. Nutrition ami cancer. Vol 6. Ed: John Wilc>’ and Sons, New York. 2540.
Cano» 1(1< and Hopldns GJ. (1979). Dietar>’ polyunsaturated fat versus saturated fat in relation to mammary
caremogenesís. Lípids 14: 155-158.
Carroll KM. <198$. Viet aid breast cancer: experimental approaches. Uit. Congr. Ser. 685: 265-273.
Carroll ¡CX. (1986). Díctary IaL aid cancer: specific actionorcaloric effect?. 3. Nutr. 116: 1130-1132.
Carrol ¡CX and Noble RL. (1987). Dietan’ fat u> relanon to hormonal ¡aduction of marnmary and prostatic
carcinoma ma Nb rata. Carcínogenesís 8(6): 851-853.
Carroll ¡CX. <1992). Dietar>’ fu aid breast cancer. Lipids 27: 793-797.
Carter CA, t al. (1983). Effect of te prostaglandin syntetase inhihitor mdomethacin ma 7,12-
dimethylbenfla)anthraccne- induced nianimar>’ tumongenesís la rata fed different levels of fats. Cancer Res.
43: 3559-3562.
Case>’ ¡1W, a al. (1979). Mammary neoplasia u> animals. Pathologxc aspecta and te effect of contraceptive
steroids. Rec. Res. Cancer. Res. 66: 129-160.
Chrisp CE and Spangler WL. (1980). mc malignaat canino tumor u a model lot dic study of human breast
cancer. En: Shifrmae M aid Wilson FD. The canine as a Biomedical Research Mojel. Ed: DOE Techaical
Inforniation Center, Oak Ridge, IN. 33 1-349.
Clark GM, et al. (1989). Prediction of relapso or survival ¡a patients withnode-negative breast cancer hy DNA
tlow c>’tometry. N. Engí. 3. Mcd. 320: 627-633.
Clinton 5K, el al. (1979). Díetaty prote¡a, aryl hydrocarbon hydrox>’Iase aid chemical carcinogenesís ¡a rata.
3. Nutr. 109: 55-62.
160
Bibliografía
Clinton SIC, et al. (1980). Dietan’ protein ami mixed funetion oxidase activity: En: Clinton SK. Microsomes.
drug ox¡danons, aid carc¡aogenesis. Ed: Academic Press, New York. 1129-1132.
Clinton SIC, el al. <1986). Effects of dietar>’ procela, fat ami energy intaice dunng aix mnitiation phase study of
7. 12-dimethylbenzanthsaccne-induced breast cancer lix rats. 3. Nutr. 116: 2290-2302.
Clinton 5K, el al. (1988). The combined effects of dictary protein aid fat mtake dunng dic promonon phase
7, 12-dymethylben4a)nthracene-indueed Ineast cancer ‘a raU. 1. Nutr. lis: 1577-1585.
Coala JR, el al. (1988). Serum leveis of selenium aid retínol aid dic subsequent risk of cancer. Am. 1.
Epidemial. 128: 515-523.
Cohen LA. et al. (1981). The role of a high- fat diet ¡a enhancing dic development of marnnxary rumours of
ovariectomized raca. Cancer 47: 66-71.
Cohen LA and Chan PC. (1982). Dietan’ cholesterol and experimental maminar>’ cancer development. Nutr.
Cancer 4: 99-106.
Cohen LA, el al. (1984). Influence of dietar>’ mcdium-chain tríglycerides on che developmenr of N-
meth>’lmtrosourea-induced mt mamníar>’ tumors. Cancer Res. 44: 5023-5028.
Cohen LA, el al. (1986). Dietan’ fu aid mamníar>’ caneer.I. Promoting effects of different díetary fars Qn
nitrosomethylurea-induced mt manimar>’ tumorigenesis. J. Natí. Cancer UiM. 77: 3342.
Cohen LA and Thompson DO. (1987). The influonce of dietar>’ medium chain Ériglycendes Qn rat mammary
Lumour developmen:. Lipids 22: 455-461.
Cohen LA, et al. (1988). Influence of dietar>’ fu, caloric restriction aid voluncary exercise ~ti >4-
nitrosomethylurea-¡aduced manimar>’ tumorigenesis ¡ix rus. Cancer Res. 48: 4276-4283.
Cohen LA, el al. (1991). Modulation of MNU-mduced mamníar>’ tumour promotion by dietar>’ fiher and fat.
3. Natí. Cancer lnst. 83: 496-501.
Cohen LA, el al. <1993). A rationale for dietar>’ intorvennon ¡ix postmenopausal breast cancer patíents: aix
updato. NuIr. CanCer 19: 1-10.
Comstock GW, el al. (1992). Senam retmol, beta-cerotene, vitamin E, aid selenium as related Lo subsequent
cancer of specific sites. Am. 1. Epidemial. 135: 115-121.
Conncannoa PW, el al. <1981). Groas asid histopathologic effects of medroxyprogesterone acetate ami
progesterone on thc manimar>’ glanda of adult female beagie bitohes. Pat. Steril. 36: 373-387.
Corneliase CJ, el al. (1983). DNA ploid>’ analysis aid cytological exammatxon of sorted ccli populations from
human breast tumora. Anal. Quant. Cytol. 5: 173-183.
Corneliase Ci, el al. (1984). Image asid flow cytometric analysis of DNA content ¡ix breast cancer. Relation
Lo estrogen receptor contení asid l>’mph node involvement. Anal. Quant. Crol. 6: 9-18.
Cotran, el al. (1990). Neoplasias. En: CoIma, Kumar asid Robb¡ns. Patologíaestructural y fimcíonal (4a Ed).
Ed: Interamericana McGraw-Hdls, Madrid. 247-3 15.
161
Bibliografía
Conison PB, et al. (1984). Prognostic indicators íncludmg DNA histogram type, receptor content, and staglag
related lo human brean caicer patíení survival. Cancer Res. 44: 41874196.
Cowan LO, et al. (1990). Cancer mortalíty asid lipid asid ¡ipoprotein leveis: dic Lipid Research Clinics Program
Mortaiit>’ Follow-up Study. Am. 1. Epidemiol. 131: 468482.
Cwmninggs JH. (1986). Dietar>’ carbohydrates asid cancer. Nutr. Cancer 8:10-14.
Chevallier B, eta]. (1983). Prognostic value of estrogen asid progesterosie receptors iii operable breasm cancer.
Canecí’ 62: 25 17-2524.
Chan 1>, et al. (1977). Influence of dietar>’ fat on dic laduction of mammary Luinours by N-nitrosomethylurea:
AssocíaLed hormone changes asid differences between Sprague-Dawley asid F344 raEs. .1. MaLí. Canee, fnsm. 59:
1279- 1283.
Chan P, d al. (1983). Effects of dífferent dietar>’ tau on mnammary carcinogenesis. Cancer Res. 43: 1079-
1083.
Christov K, et al. (1989). DNA aneuploid>’ asid ccli proliferation ¡a breast tumours. Cancer 64: 673-679.
D’ArviIIe CN and Plerrepoint CG. (1979). 71w denionstration of oesírogen, androgen asid progestagen
reeeptors un che cytosol fraetion of canisie mammary tumours. Sur. J. Cancer 15: 875-883.
Davidson MB and Carroll KL (1982). lnbibuoiy effect of a fat-free diet ox> mammary carcmogenes¡s u> rata.
Nutr. Canecí’ 3: 207-215.
de Moar P and Joosens JV. (1970). An inverso relation between boJ>’ weight asid che activity of te steroid
binding fi glogul¡a u> human pluma. Stcroidologia 1:129-136.
de Ridder CM, et al. (1991). Dictar>’ habita, sexual maturation, asid plasnia hormones ¡si puhertal gíris: a
longitudinal study Am. 3. Clin. Nutí’. 54: 805-814.
deWaard F, etal. <1964). mc bimodal agedistribunonofpatientswithn,ammary carcinoma. Casicer 17: 141-
151.
de Waard F. <1976). Breast cancer incidence md nutrition status with particular reference tohod>’ weíght asid
height. Canear Res. 35: 3351-3356.
de Waard F, st al. (1977). Breast cancor incidonce according to weíght asid height ¡si two cíties of che
Nethedands asid ¡a Ajebá prefecture. Yapan. Cancer 40: 1269-1275.
de Waard F. <1982). Nutritional ctiolagyof breast cancor: where are we now, where are we go¡ag?. Nutrition
asid cancor 4: 85-89.
de Waard F. (1991). Endocrine aspecta of cancer: za epidenuological approach. 3. Steroid. Biochem. Melee.
Hiol. 40:15-19.
del Bino G, el al (1987). DNA ploidy of human breast cancer. Anal. Ccli. Fatal. 1: 215-223.
Dcviln P and CorneIisse Ci. <1990). Geneties of human breast cancer. Cancer Surveys 9: 605-630.
162
Bibliografía
Dora CR, el a]. (1968). Survey of animal neoplasais ¡a Alameda asid Contra Costa COUnLÍCS, California. II.
Cancer morb¡dity ¡si dogs asid cats frorn Alameda County. 1. Natí. Cancer Inst. 40: 307-18.
Dowle CS, et al. (1987). Prognosúc sígnificance of che DNA content of human breast cancer. Br. .1. Surg. 74:
133- 136.
Dressler LG, el al. (1988). DNA flow cytometry aid prognostic factors la 1331 frozen hreast cancer
specmnlens. Cancer 61: 420427.
Dutrillaus 8, et al. (1991). Brean cancer genet¡c evolution 1. Data from cytogenetics asid DNA contení. Breast
Cancer Res. asid Tres. 19: 245-255.
Dyer 4k. et al. <1981). Serum cholesterol asid risk of deatb from casicer asid otber causes ¡u three Chicago
epidemiological studies. J. Chronic Vis. 34: 249-260.
El Etrehy MF, et al. <1980>. The role of te pituitar>’ glasid iii spontaneous canáixe mammary tumongenesis.
Vel. PatRiel. 17: 2-16.
Else RW and Hannant 0. (1979). Sorne epidemiologxcal aspects of mainmar>’ neoplasia la te bltch. Va. Ree.
104: 296-304,
Erbardt K and Auer G. (1986). Manímar>’ cacinoma: DNA analysis ¡a arcas showing different histological
features mix dic same tumor. Acta. Pat». Microbiol. Inmunol. Scaad. Secuon A 94: 21-28
Eríckson KL and Thomas IX. (1985). mc role of dietar>’ faz ¡ix mamníar>’ tumorigenesis. Food Technol. 39:
69-73.
Eskelinen MI, et al. (1989). Relatíoriship between DNA ploid>’ and survival ¡a patienis with primar>’ breasí
cancer. Br. 1. Surg. 76: 830-834.
Ewers SE, el al. (1984). Flow -cytomotric DNA analysís ín primar>’ breast carcinomas asid chnicopathologícal
correlations. Cytometry 5: 408419.
Fdohu GE, el al. (1988). Correlatíon of DNA flow cytometric resulta md olher prognostic factors ja primar>’
breast cancor. Int. 1. Canecí’ 41: 823-828.
Fernanda G asad ‘fenka.traman IT (1993). Roleof omega-3 fatty acida un liealth md distase. Nutr. Res. 13:
1945.
F&no Nf, el al. (1992). FIaw cytometric DNA mdcx md S-pbase fraction ¡a breast cancer ¡a relation Co other
prognostic variables asid Lo clínica] outcomc. Acta oncol. 31:151-165.
Fico ME, el al. (1986). Differential cifects of seleníum ox> normal asid ncoplastic canisie mammnar>’ celís.
Cancer Res. 46: 3384-3388.
Fico M and Milner JA. (1991). ¡ix vitro effects of selcnodiglutathxone on camne mammary cells. 3. Nutr.
Biochem. 2: 560-564.
Fisher 8, el al. (1991). DNA 1kw cytomctric ansiysis of primar>’ operable breast cancer. Cancer (Phila) 68:
1465-1475.
163
Bibliografía
Fisher ER asid Paulson JD (1992). Karyotypmc ahuormalities ¡ix precursor lesions of human cancer of the
breasí. Am. 3. Clin. Pathol. 69: 284-288.
Fisber ER, et al. (1980). Pathologic findings from te National Surgical Adjuvant Breast Project (Protocí n0
4). VI. Invasive papillary cancer. Am. 3. Clin. Pathol. 73: 313-322.
Fisher SM, et aL (1992). Differentíal effects of dietar>’ linoleic acid Qn meuse skun-tumcr promotion asid
mammaiy carcinogenesís. Caicer Res. 52: 2049-2054.
Fouids, L. (1975). Neoplastie Development. Foulds L. Ed: Academic Prcss, New York.
Fowler EH, a al. (1974). Biologie behavinur of canino mamniary neoplasma based Qn a histogenetio
classmflcation. VeL. Patol. 11: 212-229.
Freedman LS, et al (1990). Analys¡s of dietar>’ fat, calones, bod>’ we¡ght aid dic developnient of mammary
tumours xii rus asid mice: a revxew. Cancer Res. 50: 5710-5719.
Fried J. (1976). Method for te quantitative evaluation of data from flow microfluorometry. Cern. Biomed.
Res. 9: 263-276.
Frierson 1ff. (1991). Ploid>’ ana.Jys¡s asid S-phase fraction determinatmon by flow cytometry of invasive
adenocarc¡aonias of te breast. Am. 1. Surg. Pathol. [5: 358-367.
Frierson 1W. (1993). Grade asid flow cytometric anaiysis of ploid>’ for inflltratíng ductal carcinomas. Hum.
Pathol. 24: 24-29.
Friscb RE asid McArthur WJ. (1974). Menstrual cycles: fa~ess u a determmnaixt cf minímun weight for
height necessary for teir mamtenasice or osiset. Selence (Wasungton DC) 185: 949-951.
Ganuna] ER, et al. (1967). Effects of dietar>’ fat ox> mammary carcinogenesis by 7, 12-dimethylbennnthracene.
Cancer Res. 27: 1734-1742.
Garlasid Nf, et al. (1993). Antíoxidant miaoautrments and breast cancer. .1. Am. CoH. Nutr. 12: 400411.
Gaskill SP, el al. (1979). Breast cancer mortalit>’ asid diet ¡si te United States Casicer Res. 39: 3628-3637.
Gilbertson SR, el al. <1983). Canino mammary epitheial neoplasma: b¡ologic xmplxcations of morphotogic
charactensties asacased ¡a 232 dogs. Vot. PaLbol. 20: 127-142.
G¡ovarellí M, el al. (1980). Stram-and sex-linked effeets of dietar>’ polyunsaturated fatty acmds on tumor growth
asid inmune flmctions ¡a mice. Cancer Res. 40: 3745-3749.
Goldin BR, el al. (1981). Effcct of diet ox> exeretion of estrogesis ¡a pre-asid postmenopausal women. Cancer
Res. 41: 3771-3773.
Goldin BR, et al. (1986). The relation becween escrogen leveis asid dieta of Caucasian American asid Oriental
msimigrasit women. Am. 1. Clin. Nutr. 44: 945-953
Goldín BR and Gorbach SL. (1988). Effect of diet orn te pluma leveis, metabolisin asid excretioa of
estrogesis. Am. 3 Clin Nutr 48 787-790.
164
Bibliografía
Goodman MT, eta]. (1992). The associatíon ofdiem, obesit>’, asid breast cancer ¡u l-lawa¡i. Cauca Epidemiol.
biomark, asid prev. 1: 269-275.
Goodwin PJ and Boyd NF. (1987). Critícal appraisal of te evídence that dietan’ fat xntake is rúlated to hreast
cauca nsk tn humasis. 3. NazI. Cancer hnsí. 79: 473485.
Graham 5, et al. (1972). Alimentar>’ factors ¡si tRie epidenniology of gastric cancer, Cancer 30: 927-938.
Graham 5, eta]. (1982). Viet u> te cpidemíology of breast cancer. Am. J. Epidemiol. 116: 68-75.
Graham 5, el al. (1991). Nutntionalepidemiology of postmenopausalbreast cancer inwestenn New York. Am.
J. Epidemiol. 134: 552-566.
Graham 5, et al. (1992). D¡et u> te ep¡demiology of postmesiopausal breast cancer ¡si te New York State
cohort. Am. 3. Epidemiol. 136: 1327-1337,
Gra>’ GE, el al. (1979). Breast cancer ¡sicídence asid mortalít>’ rates ¡si d¡fferent countríes ¡u relation to known
rísk factors asid dietary practices. Br. 1. Cancer 39: 1-7.
Gridie>’ OS, el al. (1983). Modification of spontaneous niammary tumors ¡a mice fed different sources of
proteun, fat asid carbohydrate. Cancer Lett. 19: 133-146.
Gulliver WP, et al. (1983). u vitro unteraction of 7, 12-dimethylbenzantracesie asid ¡ts biliary metabolites wmth
dietary flbers. J. Nazi. Cancer. lnst. 71: 207-210.
Gruhbs CJ, et al. (1990). Effect of retinyl acetate 4-hydroxyphenulretunamide ox> ¡nitiation of chemically
wduced mammary tumora. Anticasicer Res. 10: 661-666.
Halter SA, el al. (1990). Selective Isolation of human breast carcinoma celís resistasit to the growth-inhibitory
effecta of retinol. Nutr. Canecí’ 14: 43-56.
Hamilton JI!. (1974). A revicw of receat advasices un dic study of the aeíiology of canune mammary tumours.
Vet. Annu. 15: 276-283.
Hampe JI and Misdorp W. (1974). IX. Tumours asid dysplasias of dic mammary glasid. Buil. Wld. Hlth.
Org. 50: 111-133.
Harria H. (1988). Ihe analysis of malignancy by ceil fusion: Thc position ¡ix 1988. Cauca Res. 48: 3302-3306.
Hatschek T, el al. (1989). Cytometric characterization and clínical course of breast cancer diagnosed ¡si a
population -based screenung program. Cancer 64: 1074-1081.
Hawrylewicz EJ. el al. (1982). Enhancmcnnt of 7, 12-dimethylbenzantbracene (DMBA) mannmary
tumongenesis by high dietar>’ protein u> rats. Nutr. Rept. bit. 26: 793-806.
HawryIewicz EJ. <1986). Pat protein iixteracúoa, deflaed 2-goneration studies. En: Ip C, Rin A, Rogers A asid
Metdín C. Dietar>’ taL asid cancer. Ed: Alan R Lías, New York. 403433.
litad> JA. (1961). Viet of bank clerks: Dc’~e1opment of a motad of ciasifyung te dieta of undividnals for use
¡si te epidemiological atudies. J. R. Stat. Soc. (A) 124: 361-366.
165
Bibliografía
Hedie>’ DW, et al. (1983). Method for analys¡s of cellular DNA content of paraffintmbedded pathologxc
material usung 1kw cytometry. 1. Histochem. Cytochem. 31: 1333-1335.
Hedie> DW, et al. (1987). Assocíaríon of DNA mdcx ami S-phase fraction with prognosis of nades positive
early breasm cancer, Casicer Res. 47: 4729-4735.
Hellínén E, et al. (1988). Comparison of histo[ogy asid Clunical Variables to DNA Ploidy xii Canune Mannmary
Tumours. VeL. Pathol. 25: 219-226.
Heilmén E asid Lindgren A. (1989). Re accuracy of cytology ¡si d¡agnosis and DNA analys¡s of canine
mammary rumors. 1. Comp. Pathol. 101: 443450.
Helmrich SP, e al. <1983). Risk fators (br breast cancer. Am. 3. Epidemial. 117: 35-45.
Hezns G. (1978). Re contríbutiosis of diel asid chulbearing to breast cancer rates. Br. 3. Cancer 37: 974-982.
Hemns G. (1980). Assoc¡atíons between breau casicer mortality rates, child bearing asid diem in tSe LTnited
Kundom. Br. J. Cancer 41: 429-437.
HeznsG asid Stuart. <1915). Breastcancer ratesunpopuiationsofsmgiewomen. Br. .1. Cancer 31: 118-123.
Hiatt RA, et al. (1982). Breast casicer asid serum cholesterol. 3. Natí. Casicer lnst. 68: 885-889.
Hiddanann W, et al. (1984>. Convention on nomenclarure tor DNA cytometry. Cytometry 5: 445-446.
Hiddunan W, a al. (1986). DNA stemlrne heterogeneity lix colorectal cancer. Cancer SS: 25S-263.
Hill P, et al. (1977). Viet asid endocrune-related cancer. Cancer (PRiula.) 39: 11820-1826.
Hill DL and Grubbs CJ. (1982). Retunoids as chemoprevesitive asid antícancer agerns iii ¡sitaer anurnais.
Ant¡cancer Res. 2:111-124.
Hill DL asid Sani BP. <1991). Metabolic disposition asid development of new chemopreventive retunomds. Drug
Metab. Rey. 23: 313-318.
Hiraya,na T. <1978). Epidemiology of breast cancer wítb spec¡fic reterence to che role of diet. Frey. Med. 7:
173- 195.
Hirohata T, el al. (1985). Occuronce of broast cantor ¡si relation Lo diot asid reproductive history: A case-
control study ¡si Fukuoka, Japan. Natí. Cancer ¡mt. Monograf 69: 187-190.
Hirohata T, et al (1987). Aix epídemiologic srudy ox> tSe assciation betweesi diet asid hreast cancer. 1. Natí.
Cancer [sist. 78: 595-600.
Hislop TG, el al. (1986). Childhood asid recent eaúngpattoms asid risk of breast cancer. Cancer Deteet. Prev.
9: 47-58.
Hislop TG, et al. (1990). Viet asid histologic types of benign breast diseases detuned by subsequent nsk of
breast cancer. Am. 3. Epidemiol. 131: 263-270.
166
Bibliografía
Hopkins GJ and West CE. (1917). Effect of dietar>’ polyunsaturated fat on te growth of transpíancable
adenocarcunoma ¡u C3HA fE mmcc. 3. Natí. Cancer Insr. 58: 753-756.
Hopkins GJ, et al. (1976). Effect of dietar>’ fats ox> te incidence of 7, 12-dimethylbenzanthracene unduced
nimors mii rats. Lipmds 11: 328-333.
Hopkins GJ, et a]. (1981). Polyunsaturated fatty acids as promoters of mammary carcinogenesis mnduced ¡u
Sprague-Dawley rats by 7, 12-dimethylbenzanthracene. 3. Natí. Cancer ¡mt. 66: 517-522.
Howe GR. et al. (1986). Total energy intaice: impl¡cat¡ons for epídcmiologíc analyses by W¡Ilett asid Stampfer
(letter). Am. 3. Epídemiol. 124: 157-159.
Howe GR. et al. (1990). Dietar>’ factors asid rísk of breast casicer: combined analysis of 12 case-control
studies. 3. NazI. Cancer 1nst. 7: 561-569.
Howe GR, el al. (1991). A cohort study of fat isitake asid risk of breast cancer. .1. NazI. Cancer Inst. 83: 336-
340.
Howe GR. <1992). Hígh taL diet aid breast cancer rísk. 3. Am. Med. Assoc. 286: 2080-2081.
Hubbard NE, et al. (1988). Inhibition of growth asid hnoleate-enhanced metastasis of a trasisplantable mouse
mammar>’ tumor 1,>’ mdomethac¡a. Cancer Len. 43: 111-120.
Hunter DJ and Willett. (1993). DieL aid bod>’ bujíL. Epidemiol. reviews 15: 110-132.
Hursting SO, eta]. (1990). Types of dietar>’ fat and Llie uncidence of cancer at five sites. Prev. Med. 19: 242-
253.
lngnm DM, etal. (1991>. The role of diet¡a te dcvelopmentof breast cancer: a case-control study of patients
wmth brean casicer, benign epitheial hyperplasia asid fibrocystic disease of time breast. Br. 3. Cancer 64: 187-
191.
Ip C and Ip MM (a). <1980). Isibibition of mammary tumorigenesis by a reduction of fat untake zifer
carcinogen treatment ¡a young venus adult rata. Cancer Lett. 11: 3542.
Ip C asid Sin]. D. (1981). Antxcarcinogemc effect of sclenÁum un rata treated wíth dimethyLbenzanthracene asid
fed differcnt leyeRa asid type of fat. Caremogenesis (Lond) 2: 435-438.
IpC, et al. <1915). Reqwrement of essential tan>’ acid for mammary tumorigenesis ¡si te rat. Casicer Res. 45:
1997-2001.
Ip C asid Hayn C. (1989). Tissue selenium levels ¡ix selenxum-supplemcnted rata asid theír relevasice ¡si
mammary cancer protection. Carcínogenesis 10: 921-925.
Ip C. (1990). Quantítative assessment of fat aid calones za nsk factors ¡ix mammary carcinogenesis ¡u an
experimental model. Prog. Clin. Biol. Res. 346: [07-1 17.
IpC, eta]. (1992). Mammary cancer prevention by regular garlic selex>ium-enriched garlic. NuLr. Cancer. 17:
279-286.
167
Bibliografía
Jaicobsen A, el a]. (1984). Plomdy level of human breast carcinoma. Acta Radiol. Oncol. 23: 103-107.
Jacobson EA, et al. (1988). Effetcs of díetary fu ox> long-term growth asid manimary mmorígenesis iii female
Sprague-Dawley rats given a low dose of DMBA. Nutr. Cancer II: 22 1-227.
Joensuu H, eL al. (1990). Evidence for false aneuploid peaks ¡si flow cytometry anaiysms of paratfin-cmhedded
tissue. Cytometry II: 431437.
Jonffi DY, et a]. (1987). D¡etar>’ taL asid breast cancer ¡a time National HeaILh asid Nutrition Examjnarion Survcy
1 Epidemiolog¡c Eollow-up study. 1. Natí. Cancer lnst. 79: 465-471.
¡Caizer L, d al. (1989). Fmsh comsumotlon aid hreast cancer rísk: aix ecological study. Nutr, asid Cancer 12:
61-68.
Kailioninni OF, a al. (1987). Tumour DNA ploidy za za indcpendent prognostic factor ix> breast cáncer. Sr.
3. Cauca 56: 637-642.
Kailioniani OP, a al. (1988). lmproving time prognostic value ot DNA flow cytometry ¡si breasr cancer hy
combuning DNA mdcx asid S-phase fraction. A proposed classiflcatíon of DNA histograma ¡u breast cáncer.
Canecí 62: 2183-2190.
¡Cannalí RA, et a]. (1984). Effect of omega-3 fact>’ acída on growt of a rat mammary tumor. .1. NazI. Cáncer
lsist. 73: 457-461.
Kato 1, el al. (1992). A case-control study otbreast cancer among Japanese women: wíth special reference to
family histor>’ asid reproductive asid dietar>’ tactors. Breast Cancer Res. asid Treat. 24: 51-59.
Katsouyanni K, el al. (1988). Risk of breast cancer among Greek women la relation to nutríent íntake. Cancer
(Phila.) 61: [81-185.
Kelsey JL, eta]. <1981). Exogenous es:rogeixs and otimer factors ¡a time epidemiology otbreast cáncer. 1. Natí.
Cáncer hnst. 67: 327-333.
Keybani-Rofagha 5, el al. (1990). Ls DNA ploid>’ aix índependent mndicator ¡si ¡aflitratíve node-negative hreast
adenoearcmoma. Cáncer 65: 1577-1582.
Kitchell EA (1993). Cancer for geriatric dogs asid caEs. J. Am. Amm. Hosp. Assoc. 23: 41-48.
¡Clurfoid DM, el al. <1987). Inhibition of chemically unduced mammary asid colon tumor promotion by cabrio
restriction la rata fed increased dietar>’ fat. Cáncer Res. 47: 2759-2762.
Klurfeld DM, el al. (1989). Iniubition of DMBA -laduced mammary tumorigenesis by cabrio restríction ix>
rata fed bigh fat dieta. Int. 1. Cáncer 43: 922-925.
Knekt P, el al. (1990). Semm selemum aid suhsequent misk of cancer amox>g Flanis» mex> and women. J. NazI.
Canecí’ mal. 82: 864-868.
Koh IS, Benson TE (1983). Crítica] re-appraisal of th. fluorometrio motimod for detennination of selenium
u> biological ¡naterials. 1. Amo, 0ff. Anal. Chan. 66: 918-926.
168
Bibliografía
Rolonel LS, eL al. (1981). Nutnent intaices ¡u relat¡ox> Lo cáncer incídence ¡a Hawaii. Br. .J. Cáncer 44(3): 332-
339.
Ron WJ, el a]. (1987). w3 fauy acmds xnbxbitung time growth of a transpiasitable taL mammary adenocarcinoma.
1. NazI. Cauca hnst, 79: 593-599.
Krinsky NI. (1991). Effects of carotenoids ¡a celular asid animal systems. Am. J. Clin. NuÉr. 53: 238-246.
Kritchevsky D, a al. (1986). Calones, tal asid cancer. Lxpids 21: 272-274.
Kritchevsky D, et al. (1984). Dietary fat versus calorie content ¡si ¡nitíatíox> asid promotion of 7,12-
dxmethylbenzanthracene mii mnammary rumongenesis la rata. Caneer Res. 44: 3 174-3177.
Kritcbevsky ¡3, el al. (1989). Response of mammary tumors lo caloric resínclion for differenms time periods
durmg tSe promotion pbase. Nutr. Cancer [2: 259-269.
Kritchevsky SB. (1992). Dietar>’ lipida asid time low blood cholesterol-cancer assocíatíon. Am. Y Epidemiol
135: 509-519.
Kromman N and Green A. <1980). Epidennological studies ¡a time Uperx>avik distnct, Greenjasid: incidence
of sorne chronxc diseases 1950-1974. Acta Mcd. Scan. 208: 401-406.
¡Cuchan Mi asid MiIner JA. <1992). Influente of intracollular glutatimione OB selenite-mediated growxb
mimibítion of canine mammary rumour celis. Cancer Res. 52: 1091-1095.
Kurnnan ID asid G¡Iberston SR. (1986). Semunara ¡a veterunary medic¡ae asid surgery (small animal) 1: 25-
32.
Kushi LE, et al. (1992). Dietar>’ fat asid postmenopausal breast casicer. 1. NazI. Cáncer InsÉ. 84: 1092-1099.
Lasekan JB, et al. <1990). D¡etar>’ olive asid safflower oua u promotion of OMBA-induced mamunar>’
tumor genesís u> rata. NuIr. Caicer 13: 153-163.
Lee RIP. el al. (1991). Dieran’ effects ox> brcast-cancer risk u> S¡agapore. The Lancet 337: 1197-1200.
Levack PA, <tal. (1987). DNA analysis of breast tumour fine needie aspiratues usmg fiow cytometry. Br. .1.
Cáncer 56: 643-646.
Lew EA and Garflnke¡ U. (1979). Vanatíoixs ¡a mortality by weight among 750,000 men and womex>. 1.
Chronic Ola. 32: 563-516,
Lewis WE. <1990). Prognostic signuticance of flow cytomcrnc DNA analysis la node-negative breast cáncer
patíenta. Casicer 65: 2315-2320.
LinTM, eta]. (1911). Epídemíologic characterisúcs of cancer of tSe breast ¡aTaiwan. Cáncer 27: 1497-1504,
London 5>, et al. (1992>. Caroteno¡ds, ret¡nol, asid v¡tamm E aid risk of proliterative bex>ígn breast dísease
asid breast casicer. Cáncer Causes asid Control 3: 503-5)2.
London 5>, et al. (1993). Fatty acid composition of time subcutaneous adiposo t¡ssue asid risk of prolitérative
berugsi breasr disease asid breast cancer. J. NatI. Caicer ¡mt. 85: 785-793.
169
Bibliografía
Lubín JI!, cÉ al. (1981). Dietary factors asid breast cáncer risk. ¡nL. J. Cáncer 28: 685-689.
Luhin F, el al. (1986). Role of fat, animal proteun, asid dietaxy fiber in breast cáncer etíology: a case-control
study. 3. Natí. Cáncer [nst. 77: 605-612.
Lubin F, a al. (1985). Overwexght asid chasiges ix’ weíght thxoughout adult lite lix breasí carca etiólogv. Am.
Y Epidemiol. 122: 579-588.
Lykkesfeldt AE, el al. (1988). DNA ploidy asid S-phase fraction in prímary breast carcinomas mu relation to
progsiost¡c factors asid survival for premenopausal patienta aL high risk [Drrecurresit disease. Acta Orcol. 22:
749-756.
NfacEwen EG asid Withrow SJ. (1989). Tumours of dic mammar>’ glasid. En: Withrow Si azud MacEwen EG.
Clínica] Veterínar>’ Oncology. Ed: LippincoLt Company, Pbñadelphua, Pex>nsylvania. 292-304.
Magdelénat H. (1991). Needle Aspiration Bxopsy asid Plow Cytometry, 7-17. En: Vielh E’. Flow Cvtomnetry.
Ed: [gaku-Shoín,New York. 7-19.
Maiorana A, el al. (1980>. Effect of retmyl acecate orn te ¡acidence of mammary carcinomas and hepacomas
in mice. 1. Natí. Cáncer 1x>st. 64: 655-661.
Nlalarkey WB, a al. (1977). Twenty-tour hour preoperative endocrino proflks ¡ix women with benim¿n asid
malmgnant breast dísease. Cáncer Res. 37: 46554699.
Nfansfield CM. (1993). A rcvíew of theetiologyof breast cancer. J. Natí. Mcd. Assoc. 85: 217-221.
34anni A asid Wright C. (1985). Po¡yamines as mediatiors of time etfcct of prolact¡a asid growth hormone ox>
te growt of N-nhroso-N-methyluxca-¡aduccd mt mammary tumor cuhured u> iii ‘otro ¡u soft agar. 5. Nad.
Cancer [nst. 74: 941-944.
Marahail IR, et al. (1992). Additional ecological evidence: lápida asid breast cáncer mortalíty among women
aged 55 asid over ¡a Cbuna. Lux. 3. Canecí’ 28 A: 1720-1727.
Marubiní E, et al. (1988). The rolationship of dietar>’ mtake asid serum leveis of retinol asid beta carotene with
breast cancer. Resulta of a case-control atud>’. Cáncer 61: 173-180.
NtcConndilKP, <tal. (1980).There¡ationshipofdietaryselemumandbreastcancer. 3. Surg. Oncol. [5: 67-
70.
McConnick D, el al. (1980). Isihibition of mí mammary carc¡aogenesis by short dietar>’ exposure to retinyl
acetate. Cáncer Res. 40: 1140-1143.
McCormick DL, et al. (1982). Inimibition of mammary asid urunar>’ hladder carcinogenesis by a retinoid asid
a maleic anhydride-div¡ayl echer copolymcr (MVE-2). Carcumogenesís 3:1473-1477.
Mcflivitt RW, a al. (1986). A proposed classification of brcast cáncer based on kmetic infonnation: denved
from a comparison of nsk factora ¡a 168 primaxy operable breasí cancers. Cancer 57: 269-276.
MacEwen EG, a a]. (1982>. Esírogen receptora ¡a canino mammary íumora. Cáncer Res. 42: 2255.
170
Bibliografía
MacEwen EG and W¡throw S.l. (1989). Turnonra of time mamnlary glasid. En: W¡tbrow SJ and MacEwen EG.
Clunca) Vererunary Osicology. Ed: SE L¡ppix>cott, Grasid Rapíds. 292-304.
Medina 1) aud Shepherd E. (1980). Selex>ium-mediated mnimibítion of mouse mammary tumorigenesís. Cáncer
Lett. 8: 241-245.
Medina D, a al. <1983). Selemum asid mause niammary tumorigenesis: an investigauon og posible
mechanasms. Cancer Res. (suppl) 43: 2460-2464.
Medina O and Oborn CJ. (1984). Selex>ium unimibition of DNA syntes¡s u> mouse mamsiiary epmthelial ccli ¡inc
YN-4. Cancer Res. 44: 4361-4365.
Medina O, et al. (1985). Seleuluin retention asid intibition of ccli growth ¡u mouse mantniary epíthelíal cdl
¡mes ¡u vitro. Etol. Trace Element Res. 8: 19-35.
Nfehta RG, et al. (1988). Metabolism of mime chemoprevex>úve retinoid N-(4-hydroxypheníl)rennamide by
maznmary glasid ¡u organ culture. Eiochem. 5. 256: 579-584.
Mendelsohn 5ff, et a]. (1973). DNA cox>Éent asid DNA-based centromeric mdcx of the 24 hunin
chromosomes. Scícx>ce 179: 1126-1 129.
Merkel DE and McGufre WL. (1990). Ploid>’, proliferative actívíty asid prognosis. DNA tlow cvmomerrv of
solid cumors. Cancer <PRiuia.) 65: 1194-1205.
Metalfe LD, et a]. (1966). Rapid preparatiosi of tatt>’ acid estera from lipids tor gas chromatograpby ana¡ysis.
Anal. Chem. 18: 514-515.
Neyer >5, et al. (1986). Breast carcinoma ccli kmetícs, rnorpholog>’, stagc asid hosí characteristícs. Lab.
hsivest. 54: 41-51.
MeyerrandVerreaultR. (1987).Erythrocyteseleniuxnandbreastcanccrrísk. Am. J. Epidemiol. 125: 917-
919.
Mialot IP, el a]. <1982). Étudodo r&epteurs des hormones stéroides dana les tumeurs marnnlaíres dc ¡a ehiene.
1, II. Rec. do Med. VeL. 158: 215-513.
MicozÉ MS, et al. (1990). Carotenoid anaiyscs of selected raw asid cooked toods associated wíth a Iowa nsk
¡br cancer. 1. Nt>. Cancer Inst. 82: 282-285.
MIller AE, el al. (1918). A study of diet asid breast canecí’. Am. 3. Epidemiol. 107: 499-509.
Milis PX, el al. (1989). Dietan’ habita asid breast cancer isicidcnce among sevex>th-day advenList. Cáncer 64:
582-590.
Misdorp W, el al. (1973). Casiune malignant mammaxy tumors. Vel. Patol. ¡0: 241-256.
Misdorp W and Han AAM. (1976). Prognostie factors la canusie maminar>’ cancer. J. Natí. Cáncer [nst. 56:
779-786.
171
Bibliografía
Misdorp W. (1976). Histological clasaification asid flirtimer characterization of tumours ¡fi domestic anitx>ats.
Adv. ¡u Vet. Sci. asid Comp. Mcd. 20: 191-221.
Ntisdorp W. (1987). The mmpact of padiology on time atud>’ asid treatment of cancer. En: Theilen OH y
Madewell BR. Veterimry Cancer Medmc¡ae. <2~ ed’). Ed: Lea asid Febiger, Philadelphia. 53-70.
Misdorp W. (1988>- Canino mammary tumours: protectíve effect of late ovanectomy and stimulaíing effect of
progestina. Vút. Quart. 210: 26-33.
Moan U, et al. (1977). Retunyl acetate unhibitsmammary carcisiogonesis ¡nduced by N- methyl- N- nitrosourea.
Nature 267: 620-621.
Ninon PC, et al. <1983). Isihihítion of carcinogenesia hy retmoids. Cancer Res. 43: 2469-2475.
Moon PC. (1989). Comparativo aspeas of carotonoida asid retinoids as chemopreventíve agents for cancer. Y.
Mar. 119: 127-134.
Moore JW, et a]. (1982). Serum concentration of total aid x>on-protein-bound oostí’adiol ¡a patients with breast
cáncer asid u> normal controla. Int. J. Cancer 29: 17-21.
Moran RE, et al. (1984). Correlation of cell-cycle kunetics, hormone receptora, histopathology, asid nodal
status iii human hreast caixcer. Cáncer 54: 1586-1590.
Niorrison DG, et al. (1988). Selcnium distrihution in mammar>’ epithcláal colla reveitis ita posible mechanísm
of isihib¡tionofcell growth. Antícasicor Res. 8: 51.64.
Moulton JI, et al. (1970). Canino mammary tumours. Vet. Patimol. 7: 289-320.
Moulton JI, eta]. (1986). Mammary tumours ¡n a colon>’ of beaglo doga. VeÉ. Patimol. 23: 74 1-749.
Myc A. (1991). Perapectives. En: VielhP. Flowcytomctry. Ed: Igaku-Shom, New York. 119-138.
National Rasearch Comad] Com¡nittee os> Diet and Health, Food asad Nutridon Board, Commiss¡on on
Life Scienca. (1989). DieL aid Health. Washington, DC: Nad Acad Prosa.
National Acadany of Sdencn. (1980). Toward Healthñul dicts, Nulonal Academy Press. Washungtox> DC.
Nadonal Acadany of Sdencs. (1982). Comxmtte Qn Viet, Nutnnon aid Cancer. National Research Council,
Diet, Nutrition uit Cancor, Nañonal Academy Prosa, Washington DC.
Nomura A, el a]. (1978). Breast cancer aid dict among timo Japanca. ¡si Hawai. Am. 1. Cli. Nutí’. 31: 2020-
2025.
Olson LM, s al. (1987). Lymphocyto actívation, celí-mediatod cytotoncity aid thcir re¡ationship Lo dietar>’
fat-enhanccd mammar>’ tumorígenesis ¡a C3H/OUJ mico. 1. Nutr. 117: 955-963.
Ong D and CIytil E. (1983). Vxtamm A aid Cancor. V¡t. Horm. 40: 105-144.
O’Reilly SM, el al. (1990). DNA indez, 5-pimase fraction. histological grade aid prognosis ja breast cáncer.
Br. 1. Cancer 61: 671-674.
172
Bibliografía
Oppenheimer SB (1985). Theorxcs of te cause of canecí’. En: Cáncer a biological asid clunical introduction.
2nd ed. Ed: Jox>es and Barlett, Boston. 28-38.
Overbad 1<, fl al. (1991). Seleruum ¡u human mammary carc¡siogex>esis: a case-cohort smdy. Eur. J. Cáncer
27: 900-902.
Owen LN. (1979). A comparatíve study of casiune asid human breast cancer. hnvest. Ccli. Pachol. 2: 257-75.
Owen LN. (1980). TNM classmflcation of tumours ¡u domestic animals. Ed It WHO, Geneva.
Paffenbarger RS, et al. <1980>. Characteristies that predict risk of breast cáncer betbre and after te
menopause. Am. 1. Epádemiol. 112: 258-268.
Panza MW. (1986). Calonc restriction, ad libitumfeodungandcancer. Proc. Soc. Exp. Biol. Mcd. 183: 293-
298.
Panza MW. (1987). DueLan’ tal, cabrio restriction, ad Iibitum feedung, asid cáncer nsk. Ñutr. Rey. 45: 1-7.
Paul AA and Southgate DAT. <1978). MeCanco aid Widdow-son’s te composition of foods. (41h ed) Ed:
143450, London.
Peyrat JP, et al. (1984). Stimulation of DNA syntesis by prolactun ¡ix human breast tumor explants. Relation
Lo prolactun receptor. Anticauicer Res. 4: 257-262.
PhiiIips RL. (197$. Role of lifo-style aid dietar>’ habits ¡a risk of cancer among Seventh-Day adventista.
Cáncer Res. 35: 3513-3522.
Pitot, HC. (1986). Fundamcnxals of Oncolog>’. (3rd cd). Ed: Marcel Dekker, New York.
Potísdunan N, el al. (1991). Associations between brcast cancer, plasma triglyccrides, and cholesterol. Nutr.
Cancer 15: 205-215.
Pqtischznan N, el al. <1990). TRie association bctwecn broast canecí’ aid plasma and dietary vitanun A aid
carotenoides. Am. 1. Clin. Nutí’. 52: 909-915.
Prasad KN aid Edwart-Prasad J (1990). Exprcsions of sorne molecular cancer risk factors asid thcír
modification by vitamias. J. Am. Col]. Nutí’. 9: 28-34.
Prentice RL, el a]. (1988). Aspocts of thc ratuonale of te womon’s health trial. 1. NazI. Cáncer Inst. 80: 802-
814.
Prentice RL and Sheppard L (1990). Dictan’ tu aid cancer: cozmsistency of te epidemiologícal daza, asid
discase prevention tat ma> follow from a practical reduetion u faz comsumpnon. Cáncer Causes ami Control
1. 81-97.
Priester WA (1979). Occurrence of mamniary neoplasma iii bitehes ¡a relatuon to breed, age, rumour Éype, asid
geograpbica] region frorn which reportod. J. Small Aiim. Pract. 20: 1-11.
Rmnaswamy PG, el al. (1990). Vitamin and provitanin A levois un epitelial canccrs: a prelinnnary study.
Nutr. Cancer 14: 273-276.
173
Bibliografía
Reed MJ, e al. (1983). Plasma Lewis of estrone. estrone sulfate, aid estradiol asid te percentage of unbousid
estradiol ¡u postinenopausa] women witb asid without breast disease. Casicer Res. 43: 3940-3943.
Reddy BS, et al. (1974). Fecal bacteria] B-glucuromdaso: Control by diet. Sciex>ce 183: 416-417.
Remvikos Y, et al. (1992). Proliferative act¡v¡ty of breast cancers fflcrcases la Lhe course of genetic evolution
as defined by cytogenetic analysis. Breast Cancer Res. asid Treat. 23: 43-49.
Rigby A, et al. <1992). Biochemical status of vitamun A ‘a patíents with malignant asid berugn hreast disease.
J. Cija. Biochem. Nutr. 13: 53-61.
Roberts A asid Sport> Nf. (1984). CeIlular biolog>’ asid biochennstr>’ of retinoids. Ex>: Spcnn M. Roberts A and
Coodman D. Ihe retmoids. Vol 2. Ed: Academic Press, New York. 209-286.
Rogers AL (1983). hnfluence of dietary cox>Lent of Iipids asid lipotropíc nutrients ox> chemical carcunogenesis
ix’ rats. Casicer Res. 43: 2477-2484.
Rogers AE, el al. (1986>. Mammary tumorigenosis ¡a rata fed dieta high ja iaxd. Lipáds 21: 275-280.
Roban TE, el al. (1988). A popuiation-based case-control study of diet aid breast cancer ix> Australia. Am.
J. Epidemuol. 128: 478-489.
Roban TE, el al. <1990). A case-control study of din asid beuiign proliferative epithclialdisorders of the hreast.
Cancer Res. 50: 3176-3181.
Roodenburg ACJ, el al. (1994). Compauison betwoen time-dependent changes la ¡ron nnetaholisrn of rats as
uxdueed by marginal deficiency of either vxtamrn A or ¡ron. Br. .1. Nutr. 71: 687-699.
Rose OP. (1986). Dietar>’ factors asid breast casicer. Cancer Surveys 5: 671-687.
Rose OP asid Conno¡lyJM <1993). Effects of dietan’ ornega-3 fatt>’ acids ox> human hreast cáncer growth asid
metastases la x>ude mico. 1. Natl. Cancor Inst. 85: 1743-1747.
Ross MH asid Eras G. (1971). Lastáng influenco of en>’ caloric restriction oui prevalence of neoplasms in Che
taL. 3. Satí. Cancer Inst. 47: 1095-1113.
Ross MI! aid Brms G. (1973). Influence of protein under-asid over nutritionon spontaneous tumour prevalence
¡u te taL. J. Nutr. 103: 944-963.
Rous P. (1914). Tbc influence of dict ox> transpíanted aid spontaneous mouse £umours. 1. Exp. Med. 20: 433-
451.
Ruttsnan GR, el al. (198$. Flow cytometric analysis of DNA Ploid>’ ¡si Canino Mammary Tumours. Cancer
Res. 48: 3411-3417.
RutIan GR. et al. (1989). Antenor pituátar>’ funetion u> female dogs wíth spontancous mammary Lumours.
1. Growth hormone. Anticancer Res. 9: 235-240.
Ruttanan GR. (1990). Hormones aid mammary tumour disoase ¡a te female dog. Aix update. lx> vivo 4: 33-
40.
174
Bibliografía
Rutteznan GR and Cornelisse CI. (1991). Fbow cytometric analysis of nuclear DNA conteuL ¡u solid n’mours.
Vec. Patho¡. 28: 453-456.
Sani BP. el al. (1990). Isolation, partialpurificatíon asid characterization of nuclear retunoíc acíd receptor of
chick skm. Arch. Siochein. Biophys. 283: 107-113.
Sasald 5, el al. (1993). Aa ecological study of dic relatiox>ship botween dietary fat ¡sicaice and hreast cáncer
moríalát>’. Prev. Mecí. 22: 187-202.
Scanñani E, et al. (1991>. Flow cytometnc analysis of cellular DNA cox>tex>t ¡si paraflin wax-ernbedded
specimons of canine mammary tumours. J. Comp. Patol. 105: 75-82.
Schatzldn A, et al. (1988). Site-specíflc ana]ysis of total serum cholesterol asid incideet cáncer in che Naciona]
Healí» asid Nuintuon Exaunmation Survey 1 Ep¡dcmiologic folbow-up study. Cáncer Res. 48: 452-458.
Schatzkun A;, el al. (1987). Serum cholesterol ancí cancor ¡u tho NHANES ¡ Epídemxolog¡c foííow-up study.
Re Lasicet 2: 298-301.
Schatzkin A, el al. (1989). Re dietar>’ fat-hreast cancer hypotesis is alive. J. Am. Mecí. Assoc. 261: 3284-
3287.
Scbneider R. (1970). Comparision of age, sex asid ¡acidenco ratos ¡a human asid canine breast cáncer. Cáncer
(FUla.) 26: 419-426.
Schneider R, et al. (1969). Factors influencing canino muammar>’ cancer devclopmex>í asid postsurgical survival.
J. NatI.
Cáncer hnsL. 43: 1249-1261.
Schrauzer GN, el al. (1985). Selcnium un te blood of Japanese and American women with asid wirhout breast
casicer asid flbroquistic diseco. ipx’. 3. Cancor Res. (Osan) 76: 374-377.
Sehnan, el a]. (1994). Progestín-induced growth hormone exceas la te dog originates la the ¡namniar>’ gland.
Endocnnology [34: 287-292.
Shackney SE, 6< al. (1989). Model for te genetic evolution of human salid tumors. Cáncer Res. 49: 3344-
3354.
Shackney SE, 6< mi. (1990). Discrepancies botween fIow cytometric asid cytogenetic studies in dxc detection
of aneuploid>’ ¡a human solud tumours. Cytomctr>’ 11: 94-104.
Shealy YF. <1989). Syntesis md evaluation of sorne new retinoida toe cacee chemoprevent¡on. Prev. Mecí.
18: 624-645.
Shekelle RS, el al. (1981). Dictan’ vitamin A asid risk of casicor la te westenn electric stud>’. Re Lancet 11:
1185-1190.
Shennan B, el al. (1981). Relabonship of boJ>’ weight to menarcheal asid menopausal age: implications for
hreast cancer risk. Ji Clin. Endocrinol. Metab. 52: 488-493.
Sherwin RW, el al. (1987). Sena cholosterol leveis asid cancer martality lix 361.662 mcii screened for te
Multiple Risk Factor Intorvention Tría]. 3. Am. Mecí. Assoc. 257: 943-948.
175
Bibliografía
Shetty PS and Kurpad AV. (1986). Increa.sung starch untaice ¡a te human diet increases fecal bulking. Am.
1. Clin. Nutr. 43: 210-212.
Shofer FS, el al. (1989). Histopathologicasid dietar>’ progx>ostic factors for camne mammarv carcinoma. Breast
Cáncer Res. aid Tres. 13: 49-60.
Shun-Zbang Y, et al. <1990). A case-controlstudy of dietary aid nond¡etary risk factors for breasm cáncer un
Shangai. Cancer Res. 50: 5017-5021.
Sin H. (1990). Antíoxidant defense systems. Proceedungs of te Intematiox>ai Conference cm Anrioxudant
vítamms asid beta carotene la disease prevesition. Lex>dox>.
Siiteri PR. <1987). Addipose tissue u a source of hormones. Am. 3. Clin. Nutr. 45: 277-282.
Silvennan J, el al. (1980). Effect of dietar>’ fat Qn x-ray mduced mammary cancer ¡si Sprague- Dawley rais.
1. Natí. Cancer lan. 64: 631-634.
Silvennan J, et al. (1989). Etfects on C3H mouse mammary cáncer of changung from a kgb fat to a Iow EM
diet bototo, al, or afler puberty. Canecí’ Res. 49: 3857-3860.
Sylvnter 2W, el al. (1986). Effects of high dietar>’ fat on time growth asid developnient of ovanan-independierit
carcunogen-laduced rnammary tumors ¡si rata. Cancer Res. 46: 763-769.
Silvntríni R, el al. (198$. Celí kinetics as a prognostuc marker ¡u x>ode negative breast cáncer. Cáncer 56:
1982-1987.
SaigA 1. <1977). Risk factois of breast canecí’ ‘a Punuancí. InI. 3. Epidemial. 6: 365-373.
Sonnenschein EG, et al. (1991). Body conformation, Dicí, asid Risk of Breast Cáncer in Pet Dogs: A Case-
Control Stud>’. Am. J. Epidenuol. 133: 694-703.
Spilles- GA, elal. (1986). Lffect of uncreasing levels of hard wheat fiberon fecal wetght, mrnerals asid steroids
md gastro-intestinal transit time un health>’ young women. 3. Nutr. 116: 778-785.
Spyratos 7, tÉ al. <1987). FIow cytomotric atud>’ of DNA distribution ¡acytopunctures of bengn asid ¡nalignasit
breast loman,. Anal. Quant. Cytol. Histol. 9: 485494.
Stahdin KB, <tal. (1984). Cáncer, vutamzsis aid pluma lipids. Prospective basil study. J. Natí. Cáncer lnst.
73: 1463-1461.
StaL O, el al. (1989). Prognostic valuo of DNA ploid>’ ajad S-phase fraction ¡ix relation Lo estrogen receptor
content asid cliaicopatbobogical variables ¡a priman’ breast cancer. Lux. 3. Cancer Clin. Oncol. 25: 301-309.
Staszewsld J. (1971). Age aL menarche asid breast canecí’. 1. Natí. Canecí’ llnst. 47: 935-940.
Stavraky K and Enunonds 5. (1914). Breast cancer ¡a premenopausal women. 1. Natí. Cáncer lnst. 53: 647-
654.
Stefanik PA aid Troulson MC. (1962). Determmmg te frequency of intaices of foacís ¡a large group srndies.
Am. 3. Clin. Nutr. 11: 335-343.
176
Bibliografía
Steinmetz KA and Poner JD. (1991). Vegetables, fníit aid cancer. II mecanisms. Cáncer Causes asid control
2: 427-442.
Stephan AM aud Wald NI. (1990). Trencís ix’ undividualcomsumption of dietary fat ‘a time United States. Am.
3. Clin. NuÉr. 52: 457-569.
Steumnermann GN, et al. (1991). Scnxm cholesterol aid moí’tality among Japanese-American men: the
Honolulu(Hawaii) Heart Progam. Arch. Intom. Mcd. 151: 969-72.
Strandbetg Al). (1974). Animal modo!: canino mnammar>’ neoplasia. Am. 3. Patimol. 75: 225.
Sun Y. <1990). Free radicais, aatioxidants onzymos, aid carcinogenesás. Free Radie. RbI. asid Mecí. 8: 583-
599.
Tailor GN, el al. (1976). Mammary neoplasia ¡a a closed beagle colon>’. Cancor Res. 36: 2740-2743.
TaloilE, et al. (1991). Dietan’ habits sud breast canear: a comparativo study of United States asid [tallan da.
Nutí’. Cancer 16: 259-2625.
Talaniini R, el al. (1984). Social factors, dietad breast canecí’ ina northenm Italia population. Br. 3. Cáncer
49: 723-729.
Tanneobaun A. (1940). lb. inítiatxon aid growth of turnours. Introduetion. 1. Effects of undcrfeeding. Am.
1. Canecí’ 38: 335-350.
Tannenbawn A. (1942). The genesís aid growth of tumouxs ffl.Effects of a bit fat diet. Cáncer Res. 2: 460-
488.
Tannenbaimn A. (1944). The dependence ox> te genesis of induced tun tumors on dic fat content of dic diet
dunng different stages of carc¡aogenesis. Canear Res. 4: 683-687.
Tannenhaun A. (1943). The depondence of tu~r formañon ox> Llie composítion of te calori restricted diet
as well u ox> te dope. of rcstrietlon. Canear Ru. 5: 616-625.
Taylor GN, tÉ ml. (1976). Mammaq neoplasia ¡aa closed beqio colon>’. Canear Res. 36: 2740-2743.
Taylor 1W, <taL (1983). lb. influenee of ¡ge on te DNA ploid> leveis of breast tumours. Sur. 3. Cáncer
Clin. Oncol. 19: 623-628.
Teppo L, tÉ al. (1975). Canear ¡a Finland 1953-1970: incidanco, mortahty, prevalence. Acta Paxhol. et
Microbio!. Sean., Section A Suppl 252: 5-79.
Theílen GR asid Madswell BR. (1987). Tumauua of tRis mammar>’ gland. En: Theilen OH y Madcwell BR.
Vetennar>’ Canear Medicine. (2~ cd). LI: Lea and Febiger. Pbiladelpbia. 326-344.
Thompson E>, a ml. (1985). Effect of energy muk. ox> te promotion of mamar> carcinogenesisby dietary
fu. Nutí’. Cáncer 7, 37-41.
Thurnbam Dl. (1989). Lutem, eholcatarol asid risk of canear. ‘ni. Laica 2: 441-442.
177
Bibliografía
Tinsie> 13, el al. (1981). hnfluence of d¡etaxy fatty acids ox> tilo jixcidence of mammary tumors ¡si tSe C3H
mouse. Cáncer Res. 41: 1460-1465.
Toniolo P, et al. (1989). Calone providing rnitrients asid risk of breast cancer. 1. Natí. Cáncer Insí. 81: 278-
286.
Tubiana M, el al. (1984). Time long tcrm prognostie significanco of Lime thymidlae Iahell¡ng mdcx in breast
cáncer. mt. J. Canecí’ 33: 441-445.
Ursin G, el al. (1993). Dietar>’ paneruis assoe¡ated wnh a low-fat diet ¡ix dic National Health Exannination
Foibow-up Study: Idenúfleaúon of potentíal confotmdcí’s fo; epídemiologíe auia]yses. Am. J. Epideimol. 137:
916-927.
Van den Brandt PA, et al. (1993). A prospoctíve cohort study on dietar>’ fa and time rísk of postmenopausal
brean canecí’. Cancer Res. 53: 75-82.
Van den Vijver MI. (1993). Molecular genetíc changos ahuman breast cancer. Adv. Cáncer Res. 61: 25-56.
Van Noord PAlI, el al. (1987). Selemum levels in nails of premonopausal brean cancer patients assossed
prediagnosticalí>’ ¡a a cohort-nested caso-rcferent study amang women sereened un dic DOM project. bit. 1.
Epiderniol. 16: 318-322.
Van Noord PAH, 6< al. <1993). Selemum ant te nsk of postmenopausal breast cancer la Lime DOM cohort.
Breast Cancor Res. ajad TreS. 25: 11-19.
Van Staveren WA, el al. (1986). VaIidity of te fin>’ acád composition of subeutanecus fat tissue mácrobíopsies
u en estimate of te Iong-term avengo fatty acid composition of tilo diet of sopunte individuals. Am. 3.
Epidemiol. 123: 455-463.
Van’t Ven P, 6<81. (1990). Dietan’ fiber, beta-esroteno ant breast caneen: results from a case-control study.
bit. 3. Caneen 45: 825-828.
Vatten LI and Fon OP. (1990). Total serum cholesterol aid tngl>’condes asid nsk of brean cáncer: a
proepectivo study of 24,329 Norwegian wo. Canear Res. 50: 2341-2346.
Vanen LI mmd Kvinnsland 5 (1990). Bod>’ beíght aid í’isk of brean canear; a prospectíve study of 23831
Norwegian wo. E;. 3. Canear 61: 881-895.
Vaina AK mmd ErieJuan D. (1986). Retmoíc acid (RA) ajad multi-stage carcinogenesis ¡a mouso 5kM:
inhibidon of ataje! mad ataje II tumor promotion ant omitimine decartoxylase (ODC)-gene-transeríptíon. Proc.
Am. Assoc. Canear Res. 27: 147-159.
Vermudes A and Verdonek L. (1978). Saz hormona coneentuationa a post-menopausai women. Clin.
Endoennol. 9: 59-66.
Viet P, el al. (1991). Analysus of DNA contant. En: Viet 1>. Flow Cytometr>’. Ed.Igaku-Sho¡a, New York.
2 1-57.
Vindelov LL, st al. (1933). Limita of detaction of nuclear DNA abuormalitíes by flow cytometric DNA
analysis. Cytometiy 3: 332-339.
178
Bibliografía
Vindelov LL, el al. (1983). A detergent-trypsm method for preparatuon of nuclei for tlow cytometnc DNA
analy’sis. Cytomctry 3: 323-327.
Vinde¡ov LL, et al. (1990>. A reviow of teehniquos asid resulta obtaincd iii ox>e laboratory by aix integrated
system of metimocís desígned for rautin clínica] flow cytomctr>’ DNA analysis. Cytometry 11: 753-770.
Visek WK and Clinton 5K. (1991). Dictar>’ protoin md caneer. En: Alfin-Síater RB ancí Kritchevsky D.
Human Nutnnon: caneer ancí nutrition. Ed: Plenum Presa. New York ancí London. [03-120.
Visacher MG, et al. (1942). The ¡afluonce of calorie restiiction upon time incídence of spontasieous mammary
carcinoma ¡a mice. Surgor>’ (St. Louis) 11: 48-55.
Visacher DW, el al. (1990). Multíparametrie deoxynbonucloíeacid mdccli cycle analysis of breast carcinomas
by flow cytometr>’: Climcopathologic co¡Telatíons. Lab. Invest. 62: 370-378.
Vivanco F, el al. (1982). Tabla de composición cí. alimentos españoles. En: Vivanco F, Palacios JM y García
Almansa A. Alimentación y nutrición. Ed: Dirección Gral de Salud Pública. 391-399.
Wald NI, st al. (1984). Pluma rotuno!, 8- carotane asid vitamun E levels ja rolation to the figure risk of brast
cancer. Br. 1. Canear 49: 321-324.
WaIlace RS, el al. <1982). Canear meideneo iii humana: relationship to pluma lipicís md relativo weíght. J.
Natí. Cancer Inst. 68: 915-918.
Watrach AM, eta]. (1978). Inductionof oneornavxrus-Iikepartieles in ecu tune of canino mamrnary carcinoma.
Br. 1. Cancer 38: 639-642.
Watradi AM, 6< al. (1982). Effcct of sclenium on growth rato of canino mammar>’ carcinoma celís ‘si athynnc
nudo mice. Cancer len. 15: 137-143.
Weinbng, RA. (1989). Oncogence asid time molecular origina of canear. St Coid Spring Harbor Lab. Presa,
New York.
We¡sch CW, eta]. (1984). Retinoid fr.ding, hormone inhibition, aud/or inmune atimulation md dic progreasion
ofN-m¿thyI-N-nitro.ourea-induced rs amman’ carcinoma: supression by retinoida of peptíde hormone-induced
tumor ccli pralihraaíon ¡a vitro asid la vivo. Canecí’ Res. 44: 166-171.
Welsch CW. (1907). Enhaneenus of mammary tumorigmeas by dictar>’ fat: a review of potential
mechanusa. Aa. 3. Clin. Nutí’. 45: 192-202.
Welsch CW mmd DcHoog IV. (1988). laulueaco of caifeine consuaption on 7, [2-dimethylbenzanthraeene-
undueed mamar>’ gland tumongenems ‘a female rau fed a ehemícail>’ dofined din containing atandarcís md
high loyola of unsaturated fát. Canear Ros. 48: 2074-2077.
We¡sdi CW, st al. (1990). Enhanconuot of mamar>’ carcinogonais by high ¡oveRa of dietan’ fat: a
pimenomenon dopendesil on ad libitwn feoding. 1. Nt. Canear. Ini. 82: 1615-1620.
Welsdi CW. (1992). Relationship between dietar>’ Ñt md experimental animar>’ tumongenesis: a review md
critiquo. Canear Res. 52: 2040-2048.
179
Bibliografía
Welsch CW. (1992). Dietan’ fat, calones, ajad mamar>’ gland tumorigenesis. En: MM. Jacohs. Exercise,
calones, fat, aix! cacen. Ed: Plenum ?ress, New York.
Wbite FR, t al. (1944). Effect of calonie restriction ¡a maznmary-tumor forination ix’ straín C3h mice aid on
the response of strain DBA to pamtmg with mcthylcholanthrone. 3. Natl. Cáncer Inst. 5: 4348.
White FR. (1961). Timo relanonship between underfooding ajad tumor formation, transpíantation asid growth ix>
rata asid mice. Cancer Res. 2]: 281-290.
White E, el al. (1992). Maintenanceofa low-fatdict: follow-up of time women’s healthtnal. Cancer Epídemiol.
Biom. ajad Prcv. 1: 315-323.
Wiflett WC, et al. (1983). Cigarette smoking, relatíve weight aid menopause. Am. J. Epidemiol. 117: 651-
658.
Wíllett WC, el al. <1985). Reproductíbítil>’ and valídity of a semiquantitative foad frequency questionnaire.
Am. 1. Epidomiol. 122: 51-65.
Willett WC and Sta¡npfm- MI. (1986). Total cnergy íntake: implicationa for epídoimologie asialyses. Am. 3.
Epidemial. 124: 17-27.1986.
W¡llett WC, el al. (1987). Dietan’ fat and timo nsk of breast cancer. N. Eng. 1. Mcd. 316: 22-28.
Willett WC. <1989). Time search for time causes of breast and colon canecí’. Nature 338: 389-394.
Willett WC. <1990). Nutntional cpídcmzology. Ed: Oxford Umversity Presa, New York.
WiUett WC asid Stampf.r MI. (1990). Dietar>’ fat and canon: anotimer view. Cancer Causes aid Control 1:
103-109.
W¡IISt WC, el al. (1992). Dietar>’ frt and tibor ¡a relasion to risk of brean canecí’. 1. Am, Mecí. Assoc. 268:
2037-2044.
WiJllamns CM izad Dícksson JWT. (1990>. Dietan’ fat, micronu±ncntsasid canecí’. Nuañtion Research
Rcviews. Guilford.
Winchfls DI, 6< al. (1990>. Timo importance of DNA flow eytometry ¡a nade-negativo breast canecí’. Arch.
Surg. 125: 886-889.
Wyndw EL, tÉ al. (1978). Thc epidemsology of brean canecí’ ¡a 785 Umtod States Caucasian women. Cancer
41: 2341-2345.
Wyndw EL, tÉ al. (1990). Climeal ulala of dietar>’ interventiona u, enhanco canecí’ survival. En: Mettíin CJ
aid Aoki It Reoca progreas 1» rescarch on nutrition md canecí’. Ed: Wiley-lis, New-York. 217-229.
Yan L, el al. (1991). Effeot of dietan’ sclenium mad rnagncsium on human manar>’ tumor growth m athymic
nudo mice. Nutí’. Canecí’ 16: 239-248.
Zaridje DG, el al. (1985). Diet and canon: Valuo of different t>’pes of epídomiologícal studies. En: Joosens
JV, Hill MJ aid Goboera 3. Diet md human carcinogenesás. LI: Exeorpea Medica, New York. 221-233.
180
